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(57) Resumo: METODO PARA PRODUZIR UM POLIPEPTIDEO
SECRETADO TENDO ATIVIDADE BIOLOGICA, PROTEINA DE
FUSAO ISOLADA, POLINUCLEOTIDEO ISOLADO, CONSTRUGAO
DE PROTEINA DE FUSAO, VETOR DE EXPRESSAO, CELULA
HOSPEDEIRA FUNGICA, METODOS PARA DEGRADAR OU
CONVERTER UM MATERIAL CELULOSICO E PARA PRODUZIR
UMA SUBSTANCIA. A presente invengio refere-se a métodos para
produzir um polipeptideo secretado tendo atividade biolégica,
compreendendo: (a) transformar uma célula hospedeira fungica com
uma construgdo de proteina de fusdo codificando uma proteina de
fusdo, que compreende: (i) um primeiro polinucleotideo codificando um
peptideo de sinal; (ii) um segundo polinucleotideo codificando pelo
menos um dominio catalitico de uma endoglucanase ou uma porgao
do mesmo; e (iii) um terceiro polinucleotideo codificando pelo menos
um dominio catalitico de um polipetideo tendo atividade biolégica; em
que o peptideo de sinal e pelo menos o dominio catalitico da
endoglucanase aumenta a secreg¢do do polipeptideo tendo atividade
biolégica comparado com a auséncia de pelo menos o dominio
catalitico da endoglucanase; (b) cultivar a célula hospedeira fingica
transformada sob condigbes apropriadas para produc¢ao da proteina de
fuséo; e (¢) recuperar a proteina de fusdo, um componente da mesma,
ou uma combinacao da mesma; tendo atividade bioldgica, a partir do
meio de cultivo.
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“METODO PARA PRODUZIR UM POLIPEPTIDEO SECRETADO
TENDO ATIVIDADE BIOLOGICA, PROTEINA DE FUSAO ISOLADA,
POLINUCLEOTIDEO ISOLADO, CONSTRUCAO DE PROTEINA DE
FUSAO, VETOR DE EXPRESSAO, CELULA HOSPEDEIRA FUNGICA,
METODOS PARA DEGRADAR OU CONVERTER UM MATERIAL
CELULOSICO E PARA PRODUZIR UMA SUBSTANCIA”

Declaracio com Relacdo aos Direitos as Inven¢oes Realizadas sob
Pesquisa e Desenvolvimento Financiados pelo Governo Federal

Esta invencdo foi feita com apoio governamental sob NREL
Subcontrato no. ZC0O-30017-02, Contrato Principal DE-AC36-98G0O10337,
concedido pelo Departamento de Energia. O Governo Americano tem
determinados direitos sobre esta invenc3o.

Antecedentes da Invenciao
Campo da Invencio

A presente invengdo refere-se a métodos de produzir
polipeptideos secretados tendo atividade bioldgica e a proteinas de fusdo e
polinucleotideos dos mesmos.

Descri¢cao da Arte Relacionada

A produgdo recombinante de um polipeptideo heterélogo em
uma célula hospedeira fungica, particularmente uma célula fingica
filamentosa como Aspergillus ou Trichoderma uma célula de levedura como
Saccharomyces, pode prover um veiculo mais desejavel para produzir o
polipeptideo em quantidades comercialmente relevantes.

A produgdo recombinante de um polipeptideo heterdlogo
secretado € geralmente obtida por construgdo de um cassete de expressdo em
que o DNA codificando para o polipeptideo € ligado operativamente a um
promotor apropriado para a célula hospedeira e uma regido de codificagdo de
peptideo sinal que codifica para uma sequéncia de aminoacido ligada em

quadro ao término amino do polipeptideo e dirige o polipeptideo codificado
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na via secretoria das células. O cassete de expressdo é introduzido na célula
hospedeira, geralmente por transforma¢do mediada por plasmideo. A
producdo da proteina heterdloga secretada é entdo obtida por cultivo da célula
hospedeira transformada sob condi¢des indutiveis necessarias para O
funcionamento correto do promotor contido sobre o cassete de expressdo.

Apesar da expressdo de um polipeptideo heterélogo em uma
célula hospedeira poder ser melhorada, um obsticulo com freqiiéncia
encontrado € que o polipeptideo é fracamente secretado no meio de cultura.
Um método de melhorar a secre¢do do polipeptideo € substituir a sequéncia
de codificagdo de peptideo sinal nativa com uma regido de codificagdo de
peptideo sinal estranho para melhorar a secre¢do do polipeptideo. No entanto,
em alguns casos, esta substituigdo ndo prové uma melhora suficiente para
produzir o polipeptideo em quantidades relevantes. Outro método consiste em
fundir o polipeptideo em outro polipeptideo que é altamente secretado por
uma célula hospedeira. O polipeptideo altamente secretado funciona como um
veiculo para transportar o polipeptideo fracamente secretado ou nio secretado
como uma proteina de fusdo através da via secretoria das células.

WO 05/093050 descreve uma proteina de fusdo composta de
um dominio catalitico exo-celobiohidrolase € um dominio catalitico de
celulase para aumentar o rendimento de uma enzima celulase. Gouka et al,
1997, Applied and Environmental Microbiology Fev. 1997, p 488-497,
descreve fusdes de gene glucoamilase que aliviam as limita¢cdes para a
produgd@o de proteinas em Aspergillus awamori. Nyyssonen e Keranen, 1995
Current Genetics 10 28 71-79, descreve papéis multiplos de celobiohidrolase
I na melhora da produgdo de anticorpos de fusido por Trichoderma reesei.

E um objeto da presente invengdo prover métodos para
aumentar a secregdo de polipeptideos tendo atividade bioldgica.

Sumario da Invencio

A presente invengdo refere-se a métodos para produzir um
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Figura 4 mostra um mapa de restri¢do de pCaHj568.

Figura 5 mostra um mapa de restrigdo de pMJO05.

Figura 6 mostra um mapa de restri¢do de pSMail30.

Figura 7 mostra a sequéncia de DNA e sequéncia de
aminoacidos de uma sequéncia de sinal nativa de beta-glucosidase de
Aspergillus oryzae (SEQ ID NOs 59 e 60).

Figura 8 mostra a sequéncia de DNA e sequéncia de
aminodcidos de uma sequéncia de sinal de endoglucanase V de Humicola
insolens (SEQ ID NOs 63 e 64).

Figura 9 mostra um mapa de restri¢do de pSMail35.

Figura 10 mostra um mapa de restri¢do de pSMa1140.

Figura 11 mostra um mapa de restri¢do de pSaMe-F1.

Figura 12 mostra um mapa de restrigdo de pSaMe-FX.

Figura 13 mostra um mapa de restrigdo de pAILo47.

Figuras 14A, 14B, 14C, e 14D mostram uma sequéncia de
DNA e sequéncia deduzida de aminodcidos da proteina de fusdo variante de
beta-glucosidase de Aspergillus oryzae (SEQ ID NOs 73 e 74,
respectivamente).

Figuras 15A, 15B, 15C, e 15D mostram uma sequéncia de
DNA e sequéncia deduzida de aminoacidos da proteina de fusdo de beta-
glucosidase de Aspergillus oryzae (SEQ ID NOs 75 e 76, respectivamente).
Defini¢coes

Atividade de endoglucanase: O termo "atividade de
endoglucanase” € definido aqui como uma endo-1,4-beta-D-glucano 4-
glucanohidrolase (E.C. No. 3.2.1.4) que catalisa a endohidrdlise de ligagdes
1,4-beta-D-glicosidicas em celulose, derivados de celulose (como
carboximetil celulose e hidroxietil celulose), liquenina, ligacdes beta-1,4 em
misturas de beta-1,3 glucanos como beta-D-glucanos ou xiloglucanos de

cereais, e outro material de planta contendo componentes celuldsicos. Para os
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fins da presente invengdo, a atividade de endoglucanase é determinada usando
hidrolise de carboximetil celulose (CMC) de acordo com o procedimento de
Ghose, 1987, Pure and Appl. Chem. 59: 257 - 268. Uma unidade de atividade
de endoglucanase € definida como 1,0 pmol de agticares redutores produzidos
por minuto a 50 °C, pH 4,8.

Atividade beta-glucosidase: O termo "beta-glucosidase" é
definido aqui como uma beta-D-glucosideo glucohidrolase (E.C. 32 1 21),
que catalisa a hidrélise de residuos de beta-D-glicose nio redutores terminais
com a liberagdo de beta-D-glicose. Para fins da presente invencdo, atividade
beta-glucosidase ¢ determinada de acordo com o procedimento descrito por
Venturi et al, 2002, J Basic Microbiol 42 55-66, exceto diferentes condi¢des
sdo empregadas como aqui descrito. Uma unidade de atividade beta-
glucosidase € definida como 10 pmole de p-nitrofenol produzido por minuto a
50 °C pH 5 de 4 mM p-nitrofenil-beta-D-glucopiranosideo como substrato em
100 mM citrato de so6dio 0 01% TWEEN® 20.

Polipeptideo de comprimento completo: O termo
"comprimento completo polipeptideo” é definido aqui como uma forma
precursora de um polipeptideo tendo atividade biolégica, em que o precursor
contém uma regido de peptideo sinal e alternativamente também uma regido
de propeptideo, em que quando da secre¢do de uma célula, o peptideo sinal é
clivado e alternativamente também o propeptideo é clivado dando um
polipeptideo com atividade bioldgica.

Peptideo sinal: O termo "peptideo sinal" € definido aqui como
um peptideo ligado em armagdo ao térmico amino de um polipeptideo e dirige
o polipeptideo codificado em uma via secretdria da célula.

Sequéncia de codificacio de peptideo sinal: O termo "
sequéncia de codificagdo de peptideo sinal " é definido aqui com uma regido
de codificagdo de peptideo que codifica para uma sequéncia de aminoacidos

ligada em armacgéo ao término amino de um polipeptideo codificado e dirige o



10

15

20

25

7

polipeptideo codificado em uma via secretoria da célula.

Propeptideo: O termo "propeptideo" é definido aqui como um
peptideo ligado em armag¢fdo ao término amino de um polipeptideo. O
polipeptideo resultante ¢ conhecido como uma proenzima ou propolipeptideo
(ou um zimogénio em alguns casos) Um propolipeptideo é geralmente inativo
e pode ser convertido em um polipeptideo ativo por clivagem catalitica ou
autocatalitica do propeptideo a partir do propolipeptideo. Quando tanto as
regides do peptideo sinal como do propeptideo estio presentes no término
amino de um polipeptideo, a regido de propeptideo € ligada em armacdo ao
término amino de um polipeptideo e a regifo de peptideo sinal é ligada em
armacgdo ao término amino da regido de propeptideo.

Sequéncia de codificacio de propeptideo: O termo
"sequéncia de codificagdo de propeptideo " é definido aqui como uma regido
de codificagdo de peptideo que codifica para uma sequéncia de aminoacidos
ligada em armagfo ao término amino de um polipeptideo formando uma
proenzima ou propolipeptideo (ou um zimogénio em alguns casos).

Polipeptideo maduro: O termo "polipeptideo maduro" ¢
definido aqui como um polipeptideo tendo atividade de endoglucanase que
estd em sua forma final apos tradugdo e quaisquer modifica¢des pos-tradugdo
tais, como processamento N-terminal, truncagem C-terminal, glicosilagfo,
fosforilagio, etc.

Dominio catalitico: O termo "dominio catalitico" é definido
aqui como uma porg¢do estrutural ou regido da sequéncia de aminoacidos de
uma endoglucanase ou um polipeptideo tendo atividade bioldgica (por
exemplo, atividade beta-glucosidase), que possui a atividade catalitica da
endoglucanase ou do polipeptideo tendo atividade bioldgica (por exemplo,
beta- glucosidase). O dominio catalitico ¢ também referido como a regido de
"nacleo" aqui.

Proteina de fusdo: O termo "proteina de fusdo " é definido
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aqui como um polipeptideo que demonstra atividade bioldgica e que
compreende pelo menos tanto um dominio catalitico de endoglucanase como
um dominio catalitico de um polipeptideo tendo atividade bioldgica (por
exemplo, beta- glucosidase).

Proteina de fusido de beta-glucosidase: O termo " proteina de
fusdo de beta-glucosidase " ¢é definido aqui como um polipeptideo que
demonstra atividade beta-glucosidase e que compreende pelo menos tanto um
dominio catalitico de beta-glucosidase como um dominio catalitico de
endoglucanase.

Componentes de uma proteina de fusio: O termo
"componentes de uma proteina de fusdo" é definido aqui como fragmentos
individuais (clivados) de uma proteina de fusdo, em que cada fragmento tem
atividade biolégica e inclui ou pelo menos o dominio catalitico de uma
endoglucanase e pelo menos o dominio catalitico de um polipeptideo tendo
atividade biologica ou pelo menos o dominio catalitico de um polipeptideo
tendo atividade biolégica. Por exemplo, a presenca de um sitio de clivagem,
por exemplo, sitio Kex2, entre os componentes de pelo menos o dominio
catalitico de uma endoglucanase e pelo menos o dominio catalitico de um
polipeptideo tendo atividade bioldgica de uma proteina de fusdo pode resultar
na produg¢do de um polipeptideo tendo atividade endoglucanase e outro
polipeptideo tendo atividade biolégica.

Componentes de uma proteina de fusio beta-glucosidase:
O termo "componentes de uma proteina de fusdo de beta-glucosidase " €
definido aqui como fragmentos individuais (clivados) de uma proteina de
fusdo, em que cada fragmento tem atividade de beta-glucosidase e inclui ou
pelo menos o dominio catalitico de uma endoglucanase e pelo menos o
dominio catalitico da beta-glucosidase ou pelo menos o dominio catalitico da
beta-glucosidase.

Por exemplo, a presenga de um sitio de clivagem, por
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exemplo, sitio Kex2, entre os componentes endoglucanase e beta-glucosidase
da proteina de fusdo pode resultar na produgdo de um polipeptideo tendo
atividade endoglucanase e outro polipeptideo tendo atividade beta-
glucosidase.

Médulo de liga¢io de carboidrato. O termo "moédulo de
ligacdo de carboidrato” (CBM)" é definido aqui como uma porg¢do da
sequéncia de aminoacidos de uma endoglucanase (celulase) que esta
envolvida na ligagdo de uma endoglucanase a celulose (lignocelulose). Os
modulos de ligagdo de carboidratos geralmente funcionam por liga¢do ndo
covalente da endoglucanase em celulose, um derivado de celulose, ou um
equivalente de polissacarideo da mesma. CBMs tipicamente funcionam
independentes de um dominio catalitico.

Constru¢io de proteina de fusido. O termo "construgdo de
proteina de fusdo" refere-se a uma constru¢do de acido nucleico que €
composta de diferentes genes ou por¢des dos mesmos em ligagdo operativa.
Os componentes incluem a partir da extremidade 5' uma molécula de DNA
codificando pelo menos um dominio catalitico de endoglucanase e uma
molécula de DNA codificando pelo menos um dominio catalitico de um
polipeptideo tendo atividade bioldgica.

Construcio de fusio de Beta-glucosidase: O termo "
construcdo de fusdo de beta-glucosidase " refere-se a uma constru¢io de acido
nucleico que ¢ composta de diferentes genes ou por¢des dos mesmos em
liga¢do operativa. Os componentes incluem a partir de uma extremidade 5'
uma molécula de DNA codificando pelo menos um dominio catalitico de
endoglucanase e uma molécula de DNA codificando pelo menos um dominio
catalitico de beta-glucosidase.

Polipeptideo isolado: O termo "polipeptideo isolado" como
usado aqui refere-se a um polipeptideo que é pelo menos 20% puro,

preferivelmente pelo menos 40% puro, mais preferivelmente pelo menos 60%
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puro, ainda mais preferivelmente pelo menos 80% puro, o mais
preferivelmente pelo menos 90% puro, e ainda o mais preferivelmente pelo
menos 95% puro, como determinado por SDS-PAGE.

Polipeptideo substancialmente puro: O termo "polipeptideo
substancialmente puro " denota aqui uma preparagdo de polipeptideo que
contm no maximo 10%, preferivelmente no maximo 8%, mais
preferivelmente no maximo 6%, mais preferivelmente no maximo 5%, mais
preferivelmente no maximo 4%, mais preferivelmente no maximo 3%, ainda
mais preferivelmente no maximo 2%, o mais preferivelmente no maximo 1%,
e ainda o ais preferivelmente no maximo 0 5% em peso de outro material de
polipeptideo que € associado de modo nativo ou recombinante. Prefere-se,
assim, que o polipeptideo substancialmente puro seja pelo menos 92% puro,
preferivelmente pelo menos 94% puro, mais preferivelmente pelo menos 95%
puro, mais preferivelmente pelo menos 96% puro, mais preferivelmente pelo
menos 96% puro, mais preferivelmente pelo menos 97% puro, mais
preferivelmente pelo menos 98% puro, ainda mais preferivelmente pelo
menos 99%, o mais preferivelmente pelo menos 99 5% puro, e ainda o mais
preferivelmente 100% pure em peso do material de polipeptideo total presente
na preparagdo. Os polipeptideos da presente invengdo estdo preferivelmente
em uma forma substancialmente pura, isto €, a preparagdo de polipeptideo é
essencialmente livre de outro material de polipeptideo como o qual é
associado de modo nativo ou recombinante. Isto pode ser obtido, por
exemplo, por preparagdo do polipeptideo por meio de métodos recombinantes
bem conhecidos ou por métodos de purificagio classicos.

Identidade: O parentesco entre duas sequéncias de
aminoacido ou entre duas sequéncias de nucleotideo € descrito pelo pardmetro
“identidade”.

Para os fins da presente invengdo, o grau de identidade entre

duas sequéncias de aminodcido € determinado usando o algoritmo
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Needleman-Wunsch (Needleman e Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443 -
453) como implementado no programa Needle de EMBOSS package
(EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et
al, 2000, Trends in Genetics 16: 276-277), preferivelmente versdo 3.0.0 ou
posterior. Os pardmetros opcionais usados sdo penalidade de abertura de
espago de 10, penalidade de extensdo de espago de 0,5, e a matriz de
substituicio EBLOSUMG62 (EMBOSS versdo de BLOSUm 62). A saida de
Needle rotulada “identidade mais longa" (obtida usando a opgdo -nobrief) €
usada como a porcentagem de identidade e € calculada como a seguir:

(Residuos idénticos x 100)/(Comprimento de Alinhamento -
Numero de espagos em alinhamento)

Para os fins da presente inveng¢do, o grau de identidade entre
duas sequéncias de nucleotideo é determinado usando o algoritmo
Needleman-Wunsch (Needleman e Wunsch, 1970, supra) como
implementado no programa de Needle de EMBOSS package (EMBOSS: The
European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et al, 2000)
preferivelmente versdo 3.0.0 ou posterior. Os parimetros opcionais usados
sdo penalidade de abertura de espago de 10, penalidade de extensdo de espago
de 0,5, e a matriz de substituicio de EDNAFULL (Versio EMBOSS, de
NCBI NUC4.4). A saida de Needle rotulada "identidade mais longa" (obtida
usando a opg¢do nobrief) é usada como a porcentagem de identidade e €
calculada como a seguir:

(deoxirribonucleotideos idénticos x 100)/(Comprimento de
Alinhamento - Numero total de Espagos em Alinhamento)

Fragmento de polipeptideo: O termo "fragmento de
polipeptideo” ¢ definido aqui como um polipeptideo tendo um ou mais
amino4acidos deletados do término amino e/ou carboxila de uma proteina de
fusdo (por exemplo, proteina de fusdo de beta-glucosidase) ou componentes

dos mesmos, em que o fragmento tem atividade bioldgica (por exemplo,
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atividade beta-glucosidase)

Subsequéncia: O termo "subsequéncia" é definido aqui como
uma sequéncia de nucleotideos tendo um ou mais nucleotideos deletado da
extremidade 5' e/ou 3' de um polinucleotideo, em que a subsequéncia codifica
um fragmento de polipeptideo tendo atividade bioldgica, por exemplo,
atividade beta-glucosidase ou atividade endoglucanase

Polinucleotideo isolado: O termo “polinucleotideo isolado"
como usado aqui refere-se a um polinucleotideo que € pelo menos 20% puro,
preferivelmente pelo menos 40% puro, mais preferivelmente pelo menos 60%
puro, ainda mais preferivelmente pelo menos 80% puro, o mais
preferivelmente pelo menos 90% puro, e ainda o mais preferivelmente pelo
menos 95% puro, como determinado por eletroforese de agarose.

Polinucleotideo = substancialmente puro: O termo
"polinucleotideo substancialmente puro" como usado aqui refere-se a uma
preparacdo de polinucleotideo livre de outros nucleotideos estranhos ou
indesejados e em uma forma apropriada para usar em sistemas de produc¢do de
proteina  geneticamente engenheirados. Assim, um polinucleotideo
substancialmente puro contém no maximo 10%, preferivelmente no maximo
8%, mais preferivelmente no maximo 6%, mais preferivelmente no maximo
5%, mais preferivelmente no maximo 4%, mais preferivelmente no maximo
3%, ainda mais preferivelmente no maximo 2%, o mais preferivelmente no
maximo 1%, e ainda o mais preferivelmente no maximo 0,5% em peso de
outro material de polinucleotideo com o qual ele é naturalmente ou
recombinantemente associado. Um polinucleotideo substancialmente puro
pode, no entanto, incluir regides 5' e 3' de ocorréncia natural nio traduzidas,
como promotores e terminadores. Prefere-se que o polinucleotideo
substancialmente puro seja pelo menos 90% puro, preferivelmente pelo
menos 92% puro, mais preferivelmente pelo menos 94% puro, mais

preferivelmente pelo menos 95% puro, mais preferivelmente pelo menos 96%
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puro, mais preferivelmente pelo menos 97% puro, ainda mais preferivelmente
pelo menos 98% puro, o mais preferivelmente pelo menos 99%, e ainda o
mais preferivelmente pelo menos 99,5% puro em peso. Os polinucleotideos
estdo preferivelmente em uma forma substancialmente pura, isto €, que a
preparacdo de polinucleotideo seja essencialmente livre de outro material de
polinucleotideo com o qual ele é naturalmente ou recombinantemente
associado. Os polinucleotideos podem ser de origem gendmica, cDNA, RNA,
semi-sintética, sintética, ou quais combina¢des dos mesmos.

¢DNA: O termo "cDNA" é definido aqui como uma molécula
de DNA que pode ser preparada por transcri¢do reversa de uma molécula de
mRNA maduro, emendada, obtida de uma célula eucaridtica. cDNA nido tem
as sequéncias de introns que estdo geralmente presentes no DNA gendmico
correspondente. O transcrito de RNA primaério inicial é um precursor para
mRNA que € processado através de uma série de etapas antes de aparecer
como um mRNA emendado maduro. Estas etapas incluem a remog¢do de
sequéncias de intron por um processo chamado "emenda". cDNA derivado de
mRNA nfo apresenta, assim, quaisquer sequéncias de intron.

Construcao de acido nucléico: O termo "construgdo de acido
nucléico" como usado aqui refere-se a uma molécula de acido nucléico, de
filamento dnico ou duplo, que ¢ isolada de um gene de ocorréncia natural ou
que € modificada para conter segmentos de acidos nucleicos em um modo que
ndo iria de outra forma existir na natureza. O termo constru¢do de acido
nucléico € sinénimo do termo "cassete de expressdo" quando a construgcdo de
acido nucléico contém as sequéncias de controle requeridas para expressio de
uma sequéncia de codificagéo.

Sequéncia de controle: O termo "sequéncia de controle" €
definido aqui para incluir todos componentes, que sdo necessarios ou
vantajosos para a expressio de um polinucleotideo codificando um

polipeptideo. Cada sequéncia de controle pode ser nativa ou estranha para a
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sequéncia de nucleotideos codificando o polipeptideo ou nativa ou estranha
para cada outro. Tais sequéncias de controle incluem, mas ndo sdo limitados a
um lider, sequéncia de poliadenilagdo, sequéncia de propetideo, promotor,
sequéncia de peptideo sinal, e terminador de transcri¢do. Em um minimo, as
sequéncias de controle incluem um promotor, e sinais de parada
transcripcional e translacional. As sequéncias de controle podem ser providas
com ligadores para o fim de introduzir sitios de restricdo especificos
facilitando a ligagdo das sequéncias de controle com a regido codificada da
sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo.

Ligado operativamente: O termo "ligado operativamente"
denota aqui uma configuragdo em que uma sequéncia de controle é colocada
em uma posi¢do apropriada relativa na sequéncia de codificagdo da sequéncia
de polinucleotideo de modo que a sequéncia de controle dirige a expressdo da
sequéncia de codificagdo de um polipeptideo. Além disso, o termo "ligado
operativamente " também se refere a dois polinucleotideos que sdo ligados ou
fusionados, que sdo expressados juntos como uma proteina fusionada ou de
fusdo.

Sequéncia de codificag¢io: Quando usado aqui o termo
"sequéncia de codificagdo" significa uma sequéncia de nucleotideo, que
diretamente especifica a sequéncia de aminoacido de seu produto de proteina.
Os limites da sequéncia de codificagdo geralmente sdo determinados por uma
matriz de leitura aberta, que geralmente comega com o cédon de partida ATG
ou cddons de partida alternativos como GTG e TTG e terminado com um
codon de parada como TAA, TAG, e TGA. A sequéncia de codificagdo pode
ser uma sequéncia de DNA, cDNA, ou de nucleotideo recombinante.

Expressio: O termo "expressdo" inclui qualquer etapa
envolvida na produgdo do polipeptideo incluindo, mas ndo limitado a
transcrigdo, modificagdo pos-transcripcional, traducdo, modificagdo pos-

translacional, e secregdo.
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Vetor de expressao: O termo "vetor de expressdo" é definido
aqui como uma molécula de DNA linear ou circular que compreende um
polinucleotideo codificando um polipeptideo da invengdo, e que é ligado
operativamente a nucleotideos adicionais que prové sua expressio.

Célula hospedeira: O termo "célula hospedeira", como usado
aqui, inclui qualquer tipo de célula que é suscetivel para transformagcio,
transfec¢do, transdugdo, e outros com uma construgdo de acido nucléico ou
vetor de expressdo compreendendo um polinucleotideo.

Variante: Quando usado aqui, o termo "variante" significa um
polipeptideo tendo atividade biolégica produzida por um organismo
expressando uma sequéncia de nucleotideo modificada, por exemplo SEQ ID
NO: 25, ou uma sequéncia homologa da mesma, ou a regifio de codificagdo
madura da mesma. A sequéncia de nucleotideo modificada é obtida através de
interveng¢do humana por modificagdo de uma sequéncia de nucleotideos, por
exemplo SEQ ID NO: 23, ou uma sequéncia homéloga da mesma, ou a regido
de codificagdo madura da mesma. A modificagdo pode ser uma substituigéo,
uma dele¢do e/ou uma inser¢do de um ou mais aminoacidos assim como uma
substitui¢do de uma ou mais cadeias laterais de aminoacidos.

Descri¢cio Detalhada da Invencio

A presente invengdo refere-se a métodos para produzir um
polipeptideo secretado tendo atividade biolégica, compreendendo (a)
transformar uma célula hospedeira fungica com uma construcdo de proteina
de fusfo codificando a proteina de fusdo, em que a construgdo de proteina de
fusdo compreende (i) um primeiro polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos codificando um peptideo sinal, (ii) um segundo
polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando
pelo menos um dominio catalitico de uma endoglucanase ou uma porgio da
mesma, e (iii) um terceiro polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
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polipeptideo tendo atividade biolégica ou uma por¢do do mesmo, em que o
peptideo sinal e pelo menos o dominio catalitico da endoglucanase ou a
por¢do do mesmo aumenta a secre¢do do polipeptideo tendo atividade
biolégica ou a porg¢do do mesmo comparado com a auséncia de pelo menos o
dominio catalitico da endoglucanase ou a por¢do do mesmo, (b) cultivar a
c€lula hospedeira fingica transformada sob condigdes apropriadas para a
producdo da proteina de fusdo, e (c) recuperar a proteina de fusdo, um
componente da mesma, ou uma combinagio da mesma, a partir do meio de
cultivo, em que a proteina de fusdo ou o componente da mesma tem atividade
bioldgica.

Em um aspecto preferido, a extremidade 3' do primeiro
polinucleotideo € ligada operativamente a extremidade 5' do segundo
polinucleotideo e a extremidade 3' do segundo polinucleotideo é ligada
operativamente a extremidade 5' do terceiro polinucleotideo. Em outro
aspecto preferido, a extremidade 3' do primeiro polinucleotideo é ligada
operativamente a extremidade 5' do terceiro polinucleotideo e a extremidade
3" do terceiro polinucleotideo é ligada operativamente a extremidade 5' do
segundo polinucleotideo para codificar a proteina de fusio.

A proteina de fusdo € produzida por fusdo de uma sequéncia
de nucleotideos codificando um polipeptideo tendo atividade biolégica ou
uma por¢do do mesmo para uma sequéncia de nucleotideos codificando um
polipeptideo tendo atividade endoglucanase ou uma por¢do da mesma e uma
sequéncia de nucleotideos codificando um peptideo sinal ligada
operativamente a sequéncia de nucleotideos codificando o polipeptideo tendo
atividade endoglucanase ou uma por¢do da mesma. Técnicas para produzir
proteinas de fusdo sdo conhecidas na técnica, e incluem, por exemplo, ligagdo
das sequéncias de codificagdo codificando os polipeptideos de modo que
estejam em armacgdo e expressdo do polipeptideo fusionado € ainda controlar

o(s) mesmo(s) promotor (es) e terminador. As proteinas de fusio também
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podem ser construidas usando tecnologia de inteina em que as fusdes sdo
criadas pos-translacionalmente (Cooper et al, 1993, EMBO J 12 2575-2583,
Dawson et al, 1994, Science 266 776-779).

A proteina de fusdo tendo atividade biologica compreendendo
um peptideo sinal, pelo menos o dominio catalitico de uma endoglucanase ou
uma por¢@o da mesma, e pelo menos o dominio catalitico de um polipeptideo
tendo atividade biolégica ou uma por¢do do mesmo, aumenta secrecdo de
uma proteina de fusdo comparado com a auséncia de pelo menos o dominio
catalitico da endoglucanase ou uma porgdo da mesma. O aumento na secregio
de uma proteina de fusdo tendo atividade bioldogica é pelo menos 5%,
preferivelmente pelo menos 10%, mais preferivelmente pelo menos 25%,
ainda mais preferivelmente pelo menos 50%, mais preferivelmente pelo
menos 100%, ainda mais preferivelmente pelo menos 150%, ainda mais
preferivelmente pelo menos 200%, o mais preferivelmente pelo menos 500%,
e ainda o mais preferivelmente pelo menos 1000% comparado com a auséncia
de pelo menos o dominio catalitico da endoglucanas.

Em cada um dos aspectos preferidos abaixo, os componentes
de uma construgdo de proteina de fusfo (construgdo de acido nucleico) sdo
ligados operativamente a partir da extremidade 5' a extremidade 3' da
construgio.

Em um aspecto preferido, a constru¢do de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de uma endoglucanase, e um polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos codificando um dominio catalitico de um
polipeptideo tendo atividade bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a constru¢do de proteina de fusdo

compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
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nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de um polipeptideo tendo atividade bioldgica, e um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a constru¢do de proteina de fuséo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de uma endoglucanase, e um polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos codificando um dominio catalitico de um
polipeptideo tendo atividade bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusao
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos  codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de um polipeptideo tendo atividade bioldgica, e um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos  codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de uma endoglucanase, e um polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo maduro de um
polipeptideo tendo atividade bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de

nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
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compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de um polipeptideo tendo atividade bioldgica, e um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de uma endoglucanase, e um polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo maduro de um
polipeptideo tendo atividade biolégica.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos  codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de um polipeptideo tendo atividade bioldgica, e um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de uma endoglucanase, e um polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo de comprimento
completo de um polipeptideo tendo atividade bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a constru¢do de proteina de fuséo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo

compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
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de comprimento completo de um polipeptideo tendo atividade bioldgica, e um
polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando
um dominio catalitico de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a constru¢do de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de uma endoglucanase, e um polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo de comprimento
completo de um polipeptideo tendo atividade bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a constru¢do de proteina de fusado
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
de comprimento completo de um polipeptideo tendo atividade biologica, e um
polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando
um polipeptideo maduro de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a construg¢do de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um polipeptideo de comprimento completo of uma
endoglucanase (peptideo sinal e polipeptideo maduro), e um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
de comprimento completo de um polipeptideo tendo atividade bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um polipeptideo de comprimento completo de um
polipeptideo tendo atividade biolégica e um polinucleotideo compreendendo
uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo de comprimento

completo of uma endoglucanase (peptideo sinal e polipeptideo maduro).
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Em outro aspecto preferido, a construgio de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos  codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de uma endoglucanase, ¢ um polinucleotideo codificando um
ligador e/ou um polinucleotideo codificando um moédulo de ligagdo de
carboidrato, e um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um dominio catalitico de um polipeptideo tendo
atividade biolodgica.

Em outro aspecto preferido, a constru¢do de proteina de fusio
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de um polipeptideo tendo atividade bioldgica, e um polinucleotideo
codificando um ligador e/ou um polinucleotideo codificando um médulo de
ligagdo de carboidrato, e um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia
de nucleotideos codificando um dominio catalitico de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusao
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de uma endoglucanase, e um polinucleotideo codificando um ligador
e/ou um polinucleotideo codificando um méddulo de ligagdo de carboidrato, e
um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos
codificando um dominio catalitico de um polipeptideo tendo atividade
biolodgica.

Em outro aspecto preferido, a constru¢do de proteina de fusédo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de

nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
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compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de um polipeptideo tendo atividade bioldgica, e um polinucleotideo
codificando um ligador e/ou um polinucleotideo codificando um médulo de
ligag8o de carboidrato, e um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia
de nucleotideos codificando um polipeptideo maduro de uma endoglucanase

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusio
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos  codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de uma endoglucanase, e um polinucleotideo codificando um
ligador e/ou um polinucleotideo codificando um médulo de ligacdo de
carboidrato, e um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um polipeptideo maduro de um polipeptideo tendo
atividade bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusfo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos  codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de um polipeptideo tendo atividade biolégica, e um polinucleotideo
codificando um ligador e/ou um polinucleotideo codificando um moédulo de
ligag@o de carboidrato, e um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia
de nucleotideos codificando um dominio catalitico de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a constru¢do de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos  codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de uma endoglucanase, e um polinucleotideo codificando um ligador
e/ou um polinucleotideo codificando um moédulo de ligagdo de carboidrato, e

um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos
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codificando um polipeptideo maduro de um polipeptideo tendo atividade
bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a construcdo de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos  codificando um peptideo  sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de um polipeptideo tendo atividade biolégica, e um polinucleotideo
codificando um ligador e/ou um polinucleotideo codificando um médulo de
ligagdo de carboidrato, e um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia
de nucleotideos codificando um polipeptideo maduro de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a construcio de proteina de fusio
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos  codificando um peptideo  sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de uma endoglucanase, e um polinucleotideo codificando um
ligador e/ou um polinucleotideo codificando um modulo de ligagdo de
carboidrato, e um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um polipeptideo de comprimento completo de um
polipeptideo tendo atividade bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a construgcdo de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos  codificando  um peptideo  sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
de comprimento completo de um polipeptideo tendo atividade bioldgica, e um
polinucleotideo codificando um ligador e/ou um polinucleotideo codificando
um modulo de ligacdo de carboidrato, e um polinucleotideo compreendendo
uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio catalitico de uma
endoglucanase. Em outro aspecto preferido, a construgio de proteina de fusdo

compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
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nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de uma endoglucanase, e um polinucleotideo codificando um ligador
e/ou um polinucleotideo codificando um médulo de ligagdo de carboidrato, e
um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos
codificando um polipeptideo de comprimento completo de um polipeptideo
tendo atividade biologica.

Em outro aspecto preferido, a constru¢do de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
de comprimento completo de um polipeptideo tendo atividade bioldgica, e um
polinucleotideo codificando um ligador e/ou um polinucleotideo codificando
um moédulo de ligagdo de carboidrato, e um polinucleotideo compreendendo
uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo maduro de uma
endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusédo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de uma endoglucanase, um polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos codificando outro peptideo sinal, e um
polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando
um dominio catalitico de um polipeptideo tendo atividade bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusédo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio

catalitico de um polipeptideo tendo atividade bioldgica, um polinucleotideo
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compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando outro peptideo
sinal, e um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos
codificando um dominio catalitico de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a constru¢do de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos  codificando um peptideo  sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de uma endoglucanase, um polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos codificando outro peptideo sinal, e um
polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando
um dominio catalitico de um polipeptideo tendo atividade bioldgica

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusio
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos  codificando um peptideo  sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de um polipeptideo tendo atividade bioldgica, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando outro peptideo
sinal, € um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos
codificando um polipeptideo maduro de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fuséo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos  codificando um peptideo  sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de uma endoglucanase, um polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos codificando outro peptideo sinal, e um
polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando
um polipeptideo maduro de um polipeptideo tendo atividade biolégica Em
outro aspecto preferido, a construcdo de proteina de fusdo compreende um

polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando
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um peptideo sinal, um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um polipeptideo maduro de um polipeptideo tendo
atividade bioldgica; um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando outro peptideo sinal, e um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a constru¢do de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de uma endoglucanase, um polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos codificando outro peptideo sinal, e um
polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando
um polipeptideo maduro de um polipeptideo tendo atividade biolégica Em
outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusdo compreende um
polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando
um peptideo sinal, um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um polipeptideo maduro de um polipeptideo tendo
atividade biolégica, um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando outro peptideo sinal, e um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos  codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de uma endoglucanase, e um polinucleotideo codificando um
ligador e/ou um polinucleotideo codificando um moédulo de ligagdo de

carboidrato, um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
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nucleotideos codificando outro peptideo sinal, e um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de um polipeptideo tendo atividade biologica.

Em outro aspecto preferido, a constru¢do de proteina de fuséo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, polinucleotideo compreendendo
uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio catalitico de um
polipeptideo tendo atividade biolégica, e um polinucleotideo codificando um
ligador e/ou um polinucleotideo codificando um moédulo de ligagdo de
carboidrato, um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando outro peptideo sinal, e um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos  codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de uma endoglucanase, e um polinucleotideo codificando um ligador
e/ou um polinucleotideo codificando um médulo de ligagdo de carboidrato,
um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos
codificando outro peptideo sinal, e um polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos codificando um dominio catalitico de um
polipeptideo tendo atividade bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos  codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de um polipeptideo tendo atividade biolégica, e um polinucleotideo

codificando um ligador e/ou um polinucleotideo codificando um médulo de
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ligagdo de carboidrato, um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando outro peptideo sinal, e um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusédo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de uma endoglucanase, e um polinucleotideo codificando um
ligador e/ou um polinucleotideo codificando um modulo de ligagdo de
carboidrato, um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando outro peptideo sinal, e um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de um polipeptideo tendo atividade biolbgica.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fuséo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de um polipeptideo tendo atividade bioldgica, e um polinucleotideo
codificando um ligador e/ou um polinucleotideo codificando um modulo de
ligagdo de carboidrato, um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando outro peptideo sinal, e um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um dominio
catalitico de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a construgéo de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo

maduro de uma endoglucanase, e um polinucleotideo codificando um ligador
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e/ou um polinucleotideo codificando um modulo de ligagdo de carboidrato,
um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos
codificando outro peptideo sinal, e um polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo maduro de um
polipeptideo tendo atividade bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a construgdo de proteina de fusdo
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando um peptideo sinal, e um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de um polipeptideo tendo atividade bioldgica, e um polinucleotideo
codificando um ligador e/ou um polinucleotideo codificando um médulo de
ligag¢do de carboidrato, um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos codificando outro peptideo sinal, e um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos codificando um polipeptideo
maduro de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, para cada um dos aspectos
preferidos acima, os polinucleotideos podem codificar uma por¢do do
dominio catalitico, o polipeptideo maduro, ou o polipeptideo de comprimento
completo de uma endoglucanase ou um polipeptideo tendo atividade
biolégica. A porg¢do da endoglucanase pode ter ou ndo pode ter atividade
endoglucanase. Em um aspecto mais preferido, a por¢do da endoglucanase
tem atividade endoglucanase.

Em cada um dos aspectos preferidos acima, os componentes
das construgdes de proteina de fusdo ainda compreendem uma regido de
promotor e/ou uma regiao de terminador.

Endoglucanases e polinucleotideos das mesmas

Um polinucleotideo codificando um dominio catalitico,

polipeptideo maduro, ou polipeptideo de comprimento completo de uma

endoglucanase, ou por¢des da mesma, pode ser obtido a partir de qualquer
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organismo. Para fins da presente invengdo, o termo "polipeptideo" sera
entendido para incluir um polipeptideo de comprimento completo,
polipeptideo maduro, ou dominio catalitico, ou por¢des ou fragmentos dos
mesmos que tem atividade. O termo "obtido a partir de", como usado aqui em
conexao com uma dada fonte deve significar que o polipeptideo codificado
por uma sequéncia de nucleotideos € produzido pela fonte ou pela cepa em
que a sequéncia de nucleotideos a partir da fonte foi inserida.

Muitas endoglucanases tém uma estrutura de multiplos
dominios consistindo de um dominio catalitico separado de um dominio de
ligagdo de carboidratos (CBM) peptideo ligador (Suurnakki et al, 2000,
Celulose 7 189-209) O dominio catalitico contém o sitio ativo enquanto o
CBM interage com celulose por ligagdo da enzima ao mesmo (van Tilbeurgh
et al, 1986, FEBS Letters 204 223-227, Tomme et al, 1988, European Journal
of Biochemistry 170 575-581)

Um polinucleotideo codificando um polipeptideo tendo
atividade endoglucanase pode ser obtido a partir de um gene codificando um
polipeptideo bacteriano. Por exemplo, o polipeptideo pode ser um
polipeptideo bacteriano Gram positivo, incluindo, mas nfo limitado a,
polipeptideo de Bacil lus, Streptococcus, Streptomyces, Staphylococcus,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Clostridium, Geobacillus, ou
Oceanobacillus polipeptideo, por exemplo, um polipeptideo de Bacillus
alkalophilus, Bacillus amiloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans.
Bacillus coagulans, Bacillus lautus, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis,
Bacillus megatenum, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis. Bacillus
thuringiensis,  Streptococcus  equisimilis,  Streptococcus  pyogenes,
Streptococcus  ubens, e Streptococcus equi subsp Zooepidemicus,
Streptomyces lividans, ou Streptomyces murinus, ou um polipeptideo
bacteriano Gram negativo, incluindo, mas nfo limitado a, um polipeptideo de

E  coli, Pseudomonas, Salmonella, Campylobacter, Helicobacter,
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Flavobactenum, Fusobacterium, llyobacter, Neisseria, ou Ureaplasma.

Os exemplos de endoglucanases bacterianas que podem ser
usadas como fontes para os polinucleotideos nos métodos da presente
invencdo, incluem, mas ndo sdo limitados a endoglucanase de Acidothermus
celulolyticus (WO 91/05039, WO 93/15186, Patente US 5.275.944, WO
96/02551, Patente US 5.536.655, WO 00/70031, WO 05/093050),
endoglucanase III de Thermobifida fusca (WO 05/093050), e endoglucanase
V de Thermobifida fusca (WO 05/093050)

Um polinucleotideo codificando um polipeptideo tendo
atividade endoglucanase pode ser obtido a partir de um gene codificando um
polipeptideo fungico, e mais preferivelmente polipeptideo de levedura, como
um polipeptideo de Candida, Ktuyveromyces, Pichia, Sacchammyces,
Schizosaccharomyces, ou Yarrowia, ou mais preferivelmente um polipeptideo
de fungo filamentoso como um polipeptideo de Acremonium, Aspergillus,
Aureobasidium, Cladorrhinum, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium,
Humicola,  Magnaporthe, Mucor, Mycehophthora, Neocallimastix,
Neurospora,  Paealomyces,  Pemallium, Pimmyces, Schizophyltum,
Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, ou Trichodema.

Em um aspecto preferido, um polinucleotideo codificando um
polipeptideo tendo atividade endoglucanase pode ser obtido a partir de um
gene codificando um polipeptideo de Sacchammyces carlsbergensis,
Sacchammyces cerevisiae, Sacchammyces diastaticus, Saccharomyces
douglasn,  Sacchammyces  kluyver, Sacchammyces norbensis, ou
Sacchammyces oviformis

Em outro aspecto preferido, um polinucleotideo codificando
um polipeptideo tendo atividade endoglucanase pode ser obtido a partir de um
gene codificando um polipeptideo de Aspergillus aculeatus, Aspergillus
awamor, Aspergillus fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus,

Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Cladorrhinum
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foecundissimum, Fusarium bactrdioides, Fusarium cerealis, Fusarium
crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium
graminum, Fusarium  heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium
oxysporum, Fusarium reticulatum, Fusarium riseum, Fusarium sambuanum,
Fusarium sarcochmum, Fusarium spomtrchioides, Fusarium sulphureum,
Fusarium torulosum, Fusarium tnchothecioides, Fusarium venenatum,
Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Mucor miehei, Mycehophthora
thermophila, Neurospora crassa, Pemallium purpumgenum, Thielavia
achromatica, Thielavia albomyces, Thielavia albopilosa, Thielavia
australeinsis, Thielavia fimeti, Thielavia microspora, Thielavia ovispora,
Thielavia peruviana, Thielavia spededonium, Thielavia setosa, Thielavia sub
thermophila, Thielavia terrestris, Thielavia temcola, Thielavia thermophila,
Thielavia vanospora, Thielavia waremgii, Trichoderma harzianum,
Trichoderma komngii, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei, ou
Trichoderma vinde.

Exemplos de endoglucanases fingicas que podem ser usadas
como fontes para os polinucleotideos nos métodos da presente invengdo,
incluem, mas ndo sio limitados, a Trichoderma reesei EG1 (Penttila et al,
1986, Gene 45 253-263, GENBANK™ naimero de acesso M15665),
Trichoderma reesei EG2 (Saloheimo, et al, 1988, Gene 63 11- 22,
GENBANKT™ numero de acesso M19373), Trichoderma reesei EG3 (Okada
et al, 1988, Appl Environ Microbiol 64 555-563, GENBANK™ numero de
acesso AB003694), Trichoderma reesei EG4 (Saloheimo et al, 1997, Eur. J.
Biochem 249 584-591, GENBANK™ nimero de acesso Y11113), e
Trichoderma reesei EGS (Saloheimo et al, 1994, Molecular Microbiology 13
219-228, GENBANK™ numero de acesso Z33381), endoglucanase de
Aspergillus aculeatus (Ooi et al, 1990, Nucleic Acid Research 18 5884),
Aspergillus kawachn (Sakamoto et al, 1995, Current Genetics 27 435-439),

endoglucanase de Erwinia carotovara (Saarilahti et al, 1990, Gene 90 9-14),
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Fusarium oxysporum (GENBANKT™ niimero de acesso L29381), Humicola
grisea var thermoidea (GENBANK™ nimero de acesso AB003107),
Melanocarpus albomyces (GENBANK™ niimero de acesso MAL515703), e
Neurospora crassa (GENBANK™ ntimero de acesso XM_324477).

Outras endoglucanases sdo descritas em numerosas familias de
Glicosil Hidrolase usando a classificagdo de acordo com Henrissat B., 1991,
A classification of glicosil hidrolases based on amino-acid sequence
similarities, Biochem J. 280 309-316, e Henrissat B., e Bairoch A., 1996,
Updating the sequence-based classification of glicosil hidrolases, Biochem J.
316 695-696.

As técnicas usadas para isolar ou clonar um polinucleotideo
codificando um polipeptideo tendo atividade endoglucanase sio conhecidas
na técnica e incluem isolamento do DNA genémico, preparagio do cDNA ou
uma combinagdo dos mesmos. A clonagem dos polinucleotideos a partir deste
DNA gendémico pode ser efetuado, por exemplo, usando a reagio de cadeia
polimerase bem conhecida (PCR) ou triagem de anticorpos de bibliotecas de
expressdo para detectar os fragmentos de DNA clonados com aspectos
estruturais compartilhados. Ver, por exemplo, Innis et al, 1990, PCR A Guide
to Methods and Application, Academic Press, New York. Outros
procedimentos de amplificagdo de 4cido nucleico como reagdo de cadeia
ligase (LCR), transcrigdo ativada ligada (LAT) e amplificacdo com base em
sequéncia de nucleotideos (NASBA) podem ser usados.

Sera entendido que para as espécies acima mencionadas, a
invengdo engloba tanto os estados perfeitos como imperfeitos, e outros
equivalentes taxondmicos, por exemplo anamorfos, sem levar em conta o
nome da espécie pelo qual sdo conhecidos. Os versados na arte irdo
prontamente reconhecer a identidade de equivalentes apropriados.

As cepas destas espécies sdo prontamente acessiveis ao

publico em virias cole¢des de culturas, como o American Type Culture
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Collection (ATCC), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSM), Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS),
and Agricultural Research Service Patent Culture Collection, Northern
Regional Research Center (NRRL).

Em um aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou
uma por¢do do mesmo, ¢ codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de endoglucanase 1.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou
uma porg¢do do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de endoglucanase II.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou
uma por¢do do mesmo, ¢ codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de endoglucanase III.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou
uma por¢do do mesmo, ¢ codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de endoglucanase IV.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou
uma por¢do do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de endoglucanase V. Em um aspecto mais preferido, o polipeptideo
de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da
endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, ¢é codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase V de Humicola
insolens Em um aspecto o mais preferido, o polipeptideo de comprimento

completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou
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uma por¢do do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de endoglucanase V de Humicola insolens que codifica o
polipeptideo de SEQ ID NO 2. Em um outro aspecto o mais preferido, o
polipeptideo de comprimento completo da endoglucanase, ou uma por¢do do
mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de um gene de
endoglucanase V de Humicola insolens que codifica o polipeptideo de
comprimento completo de SEQ ID NO 2. Em um outro aspecto o mais
preferido, o polipeptideo maduro da endoglucanase, ou uma por¢io do
mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de um gene de
endoglucanase V de Humicola insolens que codifica o polipeptideo maduro
de SEQ ID NO 2. Em um outro aspecto o mais preferido, o dominio catalitico
da endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, €é codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase V de Humicola
insolens que codifica o dominio catalitico de SEQ ID NO 2. Em um outro
aspecto o mais preferido, o polipeptideo de comprimento completo,
polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou uma porcéo
do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de um gene de
endoglucanase V de Humicola insolens compreendendo SEQ ID NO 1. Em
um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo de comprimento completo
da endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, é codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase V de Humicola
insolens compreendendo SEQ ID NO 1. Em um outro aspecto o mais
preferido, o polipeptideo maduro da endoglucanase, ou uma porgdo do
mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de um gene de
endoglucanase V de Humicola insolens compreendendo o polipeptideo
maduro codificando sequéncia de SEQ ID NO 1. Em um outro aspecto o mais
preferido, o dominio catalitico da endoglucanase, ou uma por¢io do mesmo, é
codificado por um polinucleotideo obtido a partir de um gene de

endoglucanase V de Humicola insolens compreendendo o dominio catalitico
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codificando sequéncia de SEQ ID NO 1.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou
uma por¢do do mesmo, é codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de endoglucanase V1.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou

uma por¢éo do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de

- um gene de endoglucanase da Familia 5. Em um aspecto mais preferido, o

polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio
catalitico da endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, é codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de
Mycehophthora thermophila CBS 117 65. Em um aspecto o mais preferido, o
polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio
catalitico da endoglucanase, ou uma porg¢do do mesmo, é codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de
Mycehophthora thermophila CBS 117 65 que codifica o polipeptideo de SEQ
ID NO 4. Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo de
comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da
endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, € codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de
Myceliophthora thermophila CBS 117 65 compreendendo SEQ ID NO 3. Em
um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo de comprimento completo,
polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou uma porg¢io
do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de um gene de
endoglucanase de basidiomicete CBS 495 95. Em outro aspecto o mais
preferido, o polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou
dominio catalitico da endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, € codificado

por um polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de
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basidiomicete CBS 495 95 que codifica o polipeptideo de SEQ ID NO 6. Em
outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo de comprimento completo,
polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou uma porg¢ao
do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de um gene de
endoglucanase de basidiomicete CBS 495 95 compreendendo SEQ ID NO 5.
Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou
uma por¢do do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de endoglucanase de basidiomicete CBS 494 95. Em outro aspecto o
mais preferido, o polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo
maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, é
codificado por um polinucleotideo obtido a partir de um gene de
endoglucanase de basidiomicete CBS 494 95 que codifica o polipeptideo de
SEQ ID NO 8. Em outro aspecto o mais preferido, polipeptideo de
comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da
endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, € codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de basidiomicete
CBS 494 95 compreendendo SEQ ID NO 7.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou
uma por¢do do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de endoglucanase Familia 6. Em um outro aspecto o mais preferido,
o polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio
catalitico da endoglucanase, ou uma porg¢do do mesmo € codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de Thielavia
terrestris NRRL 8126 CEL6B. Em outro aspecto o mais preferido, o
polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio
catalitico da endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, é codificado por um

polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de Thielavia
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terrestris NRRL 8126 CEL6B que codifica o polipeptideo de SEQ ID NO 10.
Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo de comprimento completo,
polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou uma por¢ao
do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de um gene de
endoglucanase de Thielavia terrestis NRRL 8126 CEL6B compreendendo
SEQ ID NO 9. Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo de
comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da
endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, ¢ codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de Thielavia
terrestris NRRL 8126 CEL6C Em outro aspecto o mais preferido, o
polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio
catalitico da endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, é codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de Thielavia
terrestris NRRL 8126 CEL6C que codifica o polipeptideo de SEQ ID NO 12.
Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou
uma por¢do do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de endoglucanase de Thielavia terrestris NRRL 8126 CEL6C
compreendendo SEQ ID NO 11.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou
uma por¢do do mesmo, ¢ codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de endoglucanase de Familia 7. Em um outro aspecto o mais
preferido, o polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou
dominio catalitico da endoglucanase, ou uma porg¢do do mesmo, é codificado
por um polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de
Thielavia terrestris NRRL 8126 CEL7C. Em outro aspecto o mais preferido,
o polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio

catalitico da endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, é codificado por um
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polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de Thielavia
terrestris NRRL 8126 CEL7C que codifica o polipeptideo de SEQ ID NO 14.
Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou
uma por¢do do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de endoglucanase de Thielavia terrestis NRRL 8126 CEL7C
compreendendo SEQ ID NO 13. Em um outro aspecto o mais preferido, o
polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio
catalitico da endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, é codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de Thielavia
terrestis. NRRL 8126 CEL7E. Em outro aspecto o mais preferido, o
polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio
catalitico da endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, é codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de Thielavia
terrestis NRRL 8126 CEL7E que codifica o polipeptideo de SEQ ID NO 16.
Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo de comprimento completo,
polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou uma por¢ao
do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de um gene de
endoglucanase de Thielavia terrestis NRRL 8126 CEL7E compreendendo
SEQ ID NO 15. Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo de
comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da
endoglucanase, ou uma por¢gdo do mesmo, € codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de Thielavia
terrestis. NRRL 8126 CEL7F. Em outro aspecto o mais preferido, o
polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio
catalitico da endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, é codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de Thielavia
terrestis NRRL 8126 CEL7F que codifica o polipeptideo de SEQ ID NO 18.

Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo de comprimento completo,
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polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou uma porgéo
do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de um gene de
endoglucanase de Thielavia terrestis NRRL 8126 CEL7F compreendendo
SEQ ID NO 17. Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo de
comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da
endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, € codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase Cladorrhinum
Joecundissimum ATCC 62373 CEL7A. Em outro aspecto o mais preferido, o
polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio
catalitico da endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, € codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de
Cladorrhinum  foecundissimum ATCC 62373 CEL7A que codifica o
polipeptideo de SEQ ID NO 20. Em outro aspecto o mais preferido, o
polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio
catalitico da endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, é codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de
Cladorrhinum foecundissimum ATCC 62373 CEL7A compreendendo SEQ
ID NO 19.

Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo de
comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da
endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, € codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de Trichoderma
reesei cepa No VTT-D-80133 que codifica o polipeptideo de SEQ ID NO 22
(GENBANKT™ numero de acesso M15665).

Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo de
comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da
endoglucanase, ou uma por¢do do mesmo, ¢é codificado por um
polinucleotideo obtido a partir de um gene de endoglucanase de Trichoderma

reesei cepa No VTT-D- 80133 compreendendo SEQ ID NO 21
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(GENBANKT™ ntimero de acesso M 15665).

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou
uma por¢do do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de endoglucanase da Familia 9.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento

completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou

uma por¢do do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de endoglucanase da Familia 12.

10 Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento

‘ completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou

‘ uma por¢do do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de endoglucanase da Familia 45.

} Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento

15 completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou

uma por¢ao do mesmo, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de endoglucanase da Familia 74.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento

completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou

20  uma porgdo do mesmo, é codificado por um polinucleotideo obtido a partir de

um gene codificando um polipeptideo homoélogo compreendendo uma

sequéncia de aminoacidos que tem um grau de identidade para as sequéncias

de aminoacidos do polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo

maduro, ou dominio catalitico de SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO

25 6, 0u SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 10, SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 14, SEQ

ID NO 16, SEQ ID NO 18, SEQ ID NO 20, ou SEQ ID NO 22 de pelo menos

60%, preferivelmente pelo menos 65%, mais preferivelmente pelo menos

70%, mais preferivelmente pelo menos 75%, mais preferivelmente pelo

menos 80%, mais preferivelmente pelo menos 85%, ainda mais
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preferivelmente pelo menos 90%, o mais preferivelmente pelo menos 95%, e
ainda o mais preferivelmente 96%, 97%, 98% ou 99%, que tem atividade de
endoglucanase. Em um aspecto preferido, o polipeptideo homoélogo tem uma
sequéncia de aminoacidos que difere por dez aminoacidos, preferivelmente
por cinco aminoécidos, mais preferivelmente por quatro aminoacidos, ainda
mais preferivelmente por trés aminoacidos, o mais preferivelmente por dois
aminodcidos, e ainda o mais preferivelmente por um aminoacido do
polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio
catalitico de SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 6, ou SEQ ID NO 8,
SEQ ID NO 10, SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 14, SEQ ID NO 16, SEQ ID
NO 18, SEQ ID NO 20, ou SEQ ID NO 22.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da endoglucanase, ou
uma por¢do do mesmo, ¢ codificado por um polinucleotideo compreendendo
uma sequéncia de nucleotideos que hibridiza sob condi¢des de estringéncia
muito baixas, preferivelmente condi¢gSes de estringéncia baixa, mais
preferivelmente condigdes de estringéncia média, mais preferivelmente
condi¢ées de estringéncia média elevada, ainda mais preferivelmente
condi¢des de estringéncia alta, e o mais preferivelmente condi¢bes de
estringéncia muito alta com (i)) SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 5,
ou SEQ ID NO 7, SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 13, SEQ ID
NO 15, SEQ ID NO 17, SEQ ID NO 19 ou SEQ ID NO 21, (ii) a sequéncia
de cDNA contida em SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 5, ou SEQ
ID NO 7, SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 13, SEQ ID NO 15,
SEQ ID NO 17, SEQ ID NO 19, ou SEQ ID NO 21, (iii) uma subsequéncia
de (1) ou (i1) ou (iv) de um filamento complementar de (i), (ii) ou (iii), (J
Sambrook, E. F. Fritsch, e T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 2d ed. Cold Spring Harbor, New York) A subsequéncia
de SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 5, ou SEQ ID NO 7, SEQ ID
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NO 9, SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 13, SEQ ID NO 15, SEQ ID NO 17, SEQ
ID NO 19, ou SEQ ID NO 21 contém pelo menos 100 nucleotideos contiguos
ou preferivelmente pelo menos 200 nucleotideos contiguos.

A sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3,
SEQ ID NO 5, ou SEQ ID NO 7, SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 11, SEQ ID NO
13, SEQ ID NO 15, SEQ ID NO 17, SEQ ID NO 19, ou SEQ ID NO 21, ou a
subsequéncia das mesmas, assim como a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO 2, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 6, ou SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 10,
SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 14, SEQ ID NO 16, SEQ ID NO 18, SEQ ID
NO 20, ou SEQ ID NO 22, ou um fragmento das mesmas, pode ser usada para
projetar uma sonda de acido nucleico para identificar e clonar polipeptideos
codificando DNA tendo atividade de endoglucanase a partir de cepas de
diferentes géneros ou espécies de acordo com métodos bem conhecidos na
arte. Em particular, estas sondas podem ser usadas para hibridizagdo com o
cDNA ou genbémico do género ou espécie de interesse, seguindo
procedimentos de Southern blotting padrdes, a fim de identificar e isolar o
gene correspondente ai. Estas sondas podem ser consideravelmente mais
curtas do que a sequéncia completa, mas devem ser pelo menos 14,
preferivelmente pelo menos 25, mais preferivelmente pelo menos 35, e o mais
preferivelmente pelo menos 70 nucleotideos em comprimento. No entanto,
prefere-se que a sonda de acido nucleico tenha pelo menos 100 nucleotideos
em comprimento. Por exemplo, a sonda de 4cido nucleico pode ter pelo
menos 200 nucleotideos, preferivelmente pelo menos 300 nucleotideos, mais
preferivelmente pelo menos 400 nucleotideos, ou o mais preferivelmente pelo
menos 500 nucleotideos de comprimento. Sondas ainda mais longas podem
ser usadas, por exemplo, sondas de 4cido nucleico que tem pelo menos 600
nucleotideos, pelo menos preferivelmente pelo menos 700 nucleotideos, mais
preferivelmente pelo menos 800 nucleotideos, ou o mais preferivelmente pelo

menos 900 nucleotideos em comprimento. Tanto sondas de DNA como de
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RNA podem ser usadas. As sondas s3o tipicamente rotuladas para detec¢io do
gene correspondente (por exemplo com *?P, *H, *’S, biotina, ou avidina).
Estas sondas estdo englobadas na presente invenc3o.

Uma biblioteca de DNA gendmico ou cDNA preparada a
partir destes outros organismos pode, assim, ser triada para DNA que
hibridiza com as sondas descritas acima e codifica um polipeptideo tendo
atividade de endoglucanase. DNA gendmico ou outro a partir destes outros
organismos pode ser separado por eletroforese de gel agarose ou
poliacrilamida ou outras técnicas de separa¢do. O DNA de bibliotecas ou o
DNA separado pode ser transferido e imobilizado em nitrocelulose ou outro
material de veiculo apropriado. A fim de identificar um clone ou DNA que é
homologo com as seqiiéncias acima, o material veiculo é usado em Southern
Blot.

Para fins da presente invencdo, as hibridiza¢do indica que a
sequéncia nucleotidica hibridiza em uma sonda de 4cido nucleico rotulada
correspondendo a uma das seqiiéncias de nucleotideos descritas acima sob
condi¢les de estringéncia muito baixa a muito alta. As moléculas em que as
sondas de 4cido nucleico hibridizam sob estas condi¢des podem ser
detectadas usando filme de raio-X.

Para sondas longas de pelo menos 100 nucleotideos de
comprimento, as condigdes de estringéncia muito baixa a muito alta sdo
definidas como pré-hibridizagdo e hibridizagdo a 42°C em 5X SSPE, 0 3%
SDS, 200 pg/ml DNA de esperma de salmio desnaturado e cisalhado, e 25%
formamida para estringéncias muito baixas e baixas, 35% formamida para
estringéncias média e média-alta,, ou 50% formamida para estringéncias altas
e muito altas, seguindo procedimentos Southern blotting padrées durante 12 a
24 horas, otimamente.

Para sondas longas de pelo menos 100 nucleotideos em

comprimento, o material veiculo é finalmente lavado trés vezes cada durante
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15 minutos usando 2 X SSC, 02% SDS preferivelmente a 45°C (estringéncia
muito baixa), mais preferivelmente a 50°C (estringéncia baixa), mais
preferivelmente a 55°C (estringéncia média), mais preferivelmente a 60 °C
(estringéncia média elevada), ainda mais preferivelmente a 65 °C (estringéncia
alta), e o mais preferivelmente a 70 °C (estringéncia muito alta).

Para sondas curtas que tem cerca de 15 nucleotideos a cerca de
70 nucleotideos em comprimento, condi¢des de estringéncia sdo definidas
como pré-hibridizacdo, hibridizagdo e pds-hibridizagdo de lavagem, a cerca
de

5°C a cerca de 10 °C abaixo do T, calculado, usando o calculo
de acordo com Bolton e McCarthy (1962, Proceedings of the National
Academy of Sciences USA 48 1390) em 0,9 M NaCl, 0,09 M Tris-HCI pH
7,6, 6 mM EDTA, 0,5% NP- 40, 1X solugdo de Denhardt, 1 mM pirofosfato
de s6dio, 1 mM fosfato monobasico de sddio, 0,1 mM ATP, e 0,2 mg de RNA
de levedura por ml seguindo os procedimentos de Southern blotting padrdes
durante 12 a 24 horas otimamente.

Para sondas curtas que tem cerca de 15 nucleotideos a cerca de
70 nucleotideos em comprimento, o material veiculo é lavado uma vez em 6X
SCC mais 0,1% SDS durante 15 minutos e duas vezes cada durante 15 min
usando 6 X SSC a 5 °C a 10 °C abaixo do T,, calculado.
Polipeptideos tendo atividade biologica e polinucleotideos dos mesmos

Qualquer polipeptideo que € fracamente secretado ou nio
secretado de todo pode ser usado nos métodos da presente invenc¢do. O
polipeptideo pode ser qualquer polipeptideo tendo uma atividade bioldgica de
interesse. O polipeptideo tendo atividade biolégica pode ser nativo ou
heterdlogo (estranho) para a célula hospedeira fungica de interesse. O termo
"polipeptideo heter6logo” € definido aqui como polipeptideo que ndo é nativo
para a célula hospedeira; ou um polipeptideo nativo em que modificagdes

estruturais foram feitas para alterar o polipeptideo nativo.
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Em um aspecto preferido, o polipeptideo € uma anticorpo,
antigeno, peptideo antimicrobiano, enzima, fator de crescimento, horménio,
imunodilatador, neurotransmissor, receptor, proteina reporter, ou proteina
estrutural

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo é uma albumina,
colageno, tropoelastina, elastina, ou gelatina. Em um aspecto mais preferido,
o polipeptideo é uma oxidoreductase, transferase, hidrolase, liase, isomerase,
ou ligase.

Em um aspecto ainda mais preferido, o polipeptideo é uma
alfa-amilase, alfa- 1,3-glucanase, alfa-galactosidase, alfa-glucosidase, alfa-
1,6-mannosidase, aminopeptidase, amilase, arabinase, beta-agarase beta-
amilase, beta-1,3-glucanase beta-1,6-glucanase, beta-galactosidase, beta-
glucosidase, beta-mannosidase carbohidrase, carboxipeptidase, -catalase,
celulase, chitinase, quitosanase, cutinase ciclodextrano glicosiltransferase,
deoxinbonuclease, dextranase, endo-1,4-beta- galactanase, endo-1,6-beta-
galactanase, esterase, fucosidase, glucoamilase, glucocerebrosidase,
hialuronidase, inulinase, invertase, laccase, levanase, liqueninase, lipase,
lisozime, mannosidase, mutanase, oxidase, enzima pectinolitica, peroxidase,
fosfolipase, fitase, poligalacturonase, polifenoloxidase, enzima proteolitica,
rhamnogalacturonase, rhamnosidase, ribonuclease, trehalase,
transglutaminase, transglicosilase, uroquinase, ou xilanase.

Em ainda outro aspecto mais preferido, o polipeptideo é uma
enzima celulolitica ou celulase. Exemplos de enzimas celuloliticas incluem,
mas nao sao limitados a endoglucanases, celobiohidrolases, e beta-
glucosidases. Outras proteinas que auxiliam a a¢do da enzima celulolitica sdo
polipeptideos tendo atividade melhora dora celulolitica (ver, por exemplo,
WO 2005/074647, WO 2005/074656, e pedido US publicado 2007/0077630).
Em um aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma endoglucanase. Em

outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma celobiohidrolase. Em
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outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma beta-glucosidase. Em
outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é um polipeptideo tendo
atividade melhoradora celulolitica.

Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma
hemicelulase. Hemicelulases podem ser colocadas em trés categorias gerais:
as enzimas de endo-atuagdo que atacam as ligacdes internas dentro da cadeia
de polissacarideo, as enzima de exo-atuagdo que atuam sucessivamente a
partir ou da extremidade de redugdo ou nio reducio de cadeia de
polissacarideo, e as enzimas acessorias, acetilesterases e esterases que
hidrolisam liga¢des de lignina glicosideos, como esterase de 4acido cumaérico e
esterase de acido fertulico (Wong, K. K. Y., Tan, L. U. L., e Saddler, J N,
1988, Multiplicity of B-1,4-xilanase in microorganisms: Functions and
applications, Microbiol Rev 52 305-317, Tenkanen, M., e Poutanen, K, 1992,
Significance of esterases in the degradation of xilans in Xilans and Xylanases,
Visser, J., Beldman, G, Kuster-van Someren, M.A., e Voragen, A. G. J., eds,
Elsevier, New York, NY, 203-212, Coughlan, M. P., e Hazlewood, G P, 1993,
Hemicellulose and hemicellulases, Portland, London, UK, Brigham, J.S.,
Adney, W.S., e Mimmel, M. E., 1996, Hemicellulases Diversity and
applications, em Handbook on Bioethanol Production and Utilization,
Wyman, CE, ed, Taylor & Francis, Washington, DC, 119-141)

Hemicelulases incluem, mas nio s3o limitadas a xilanases,
arabinofuranosidases, acetil xilano esterase, glucuronidases, endo-
galactanase, mananases, endo- ou exo- arabinases, exo-galactanases, e
misturas das mesmas. Exemplos de hemicelulases de endo-atuacdo e enzimas
auxiliares incluem, mas nf3o s@o limitados a endoarabinanase,
endoarabinogalactanase, endoglucanase, endomannanase, endoxilanase, €
feraxano endoxilanase. Exemplos de hemicelulases de exo-atuacdo e enzimas
auxiliares incluem, mas ndo sio limitados a, alfa-L-arabinosidase, beta-L-

arabinosidase, alfa-1,2-L- fucosidase, alfa-D-galactosidase, beta-D-
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galactosidase,  beta-D-glucosidase, beta-D-  glucuronidase, beta-D-
mannosidase, beta-D-xilosidase, exoglucosidase, exocelobiohidrolase,
exomanobiohidrolase, exomananase, exoxilanase, xilano alfa-glucuronidase, e
coniferina beta-glucosidase. Exemplos de esterases incluem, mas ndo sao
limitados a, acetil esterases (acetilgalactano esterase, acetilmanano esterase, €
acetilxilano esterase) e aril esterases (esterase de dcido cumarico e esterase de
acido ferulico).

Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo ¢ uma
xilanase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo € uma
xiloglucanase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo € uma
arabinofuranosidase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo € uma
glucuronidase, por exemplo, alfa-glucuronidase. Em outro aspecto o mais
preferido, o polipeptideo é uma endo-galactanase. Em outro aspecto o mais
preferido, o polipeptideo ¢ uma mannanase. Em outro aspecto o mais
preferido, o polipeptideo é uma endo-arabinase. Em outro aspecto o mais
preferido, o polipeptideo é uma exo-arabinase. Em outro aspecto o mais
preferido, o polipeptideo é uma endoarabinanase. Em outro aspecto o mais
preferido, o polipeptideo é uma endoarabinogalactanase. Em outro aspecto o
mais preferido, o polipeptideo é uma endoglucanase. Em outro aspecto o mais
preferido, o polipeptideo ¢ uma endomannanase. Em outro aspecto o mais
preferido, o polipeptideo é uma endoxilanase. Em outro aspecto o mais
preferido, o polipeptideo é uma feraxuma endoxilanase. Em outro aspecto o
mais preferido, o polipeptideo é uma alfa-L- arabinosidase. Em outro aspecto
o mais preferido, o polipeptideo é uma beta-L- arabinosidase. Em outro
aspecto o mais preferido, o polipeptideo € uma beta-glucanase. Em outro
aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma alfa- 1,2-L-fucosidase. Em
outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo € uma alfa-D-galactosidase.
Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo ¢ uma beta-D-

galactosidase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo € uma beta-
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D-glucosidase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo € uma beta-
D-glucuronidase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma
beta-D-mannosidase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo €
uma beta-D-xilosidase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo €
uma exoglucosidase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma
exomannobiohidrolase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo €
uma exomananase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo € uma
exoxilanase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma xilano
alfa-glucuronidase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma
coniferina beta-glucosidase.

Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo € uma
esterase. Como usado aqui, uma "esterase" também conhecida como hidrolase
de éster carboxilico, refere-se a enzimas atuando em ligagdes éster, e inclui
enzimas classificadas em Hidrolases de éster carboxilico EC 3.1.1 de acordo
com Nomenclatura de enzimas (Enzime Nomenclature, 1992, Academic
Press, San Diego, California, com Suplemento 1 (1993), Suplemento 2
(1994), Suplemento 3 (1995), Suplemento 4 (1997) e Suplemento 5, em Eur.
J. Biochem 223 1-5, 1994, Eur. J. Biochem 232 1-6, 1995, Eur. J. Biochem
237 1-5, 1996, Eur. J. Biochem 250 1-6, 1997, e Eur. J. Biochem 264 610-
650, 1999, respectivamente). Os exemplos ndo limitativos de esterases
incluem arilesterase, triacilglicerol lipase, acetilesterase, acetilcolinaesterase,
colinaesterase, tropinaesterase, pectinaesterase, esterol esterase, clorofilase,
L-arabinonolactonase gluconolactonase, uronolactonase, tanase, retinil-
palmitato esterase, hidroxibutirato- dimero hidrolase, acilglicerol lipase, 3-
oxoadipato enol-lactonase, 1,4-lactonase, galactolipase, 4-piridoxolactonase,
acilcarnitina hidrolase, aminoacil-tRNA hidrolase, D-arabinonolactonase, 6-
fosfogluconolactonase, fosfolipase @ Al, 6-acetilglicose deacetilase,
lipoproteina lipase, dihidrocoumarina lipase, limonina-D-anel-lactonase,

esteroide-lactonase, triacetato-lactonase, actinomicina lactonase, orselinato-
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depsideo hidrolase, cefalosporina-C deacetilase, clorogenato hidrolase, alfa-
aminoacido  esterase, 4-metiloxaloacetato  esterase, carboximetilno
butenolidase, deoxilimonate A-anel-lactonase, 2-acetil-1-
alquilglicerofosfocolina esterase, fusarinina- C- ornitinaesterase, sinapina
esterase, cera - éster hidrolase, forbol-diéster hidrolase, fosfatidilinositol
deacilase, sialato O-acetilesterase, acetoxibutinilbitiofeno deacetilase,
acetilsalicilato deacetilase, metilumbelliferil-acetato deacetilase, 2-pirona-4,6-
dicarboxilato lactonase, N- acetilgalactosaminoglicano deacetilase, esterase
de horménio juvenil, bis(2- etilhexil)ftalato esterase, proteina-glutamato
metilesterase, 11-cis retinil-palmitato hidrolase, todo- trans-retinil-palmitato
hidrolase, = L-rhamnono-1,4-lactonase, 5-(3,4- diacetoxibut-1-inil)-2,2'-
bitiofeno deacetilase, acido graxo - étil- éster sintase, xilono-1,4-lactonase, N-
acetilglucosaminilfosfatidilinositol deacetilase, cetraxato benzilesterase, e
acetilalquilglicerol acetilhidrolase Esterases que podem ser usadas para a
bioconversad de celulose incluem acetil esterases como acetilgalactano
esterase, acetilmanano esterase, e acetilxilano esterase, e esterases que
hidrolisam ligagdes lignina glicosideos, como esterase de acido cumadrico e
esterase de acido ferulico.

Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma acetil
esterase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma
acetilgalactano esterase codificando, o polipeptideo é uma acetilmannano
esterase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma acetil
xilano esterase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma aril
esterase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma esterase de
acido cumarico. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma
esterase de acido ferulico.

Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo € uma
lipase. Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma

fosfolipase, por exemplo, fosfolipase Al, fosfolipase A2, fosfolipase C,
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fosfolipase C, ou fosfolipase D.

Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo ¢ uma
cutinase.

Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma
glicose isomerase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma
xilose isomerase.

Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo € uma
enzima proteolitica. Proteases sdo bem conhecidas na arte e se referem a
enzimas que catalisam a clivagem de liga¢des de peptideos.

Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma
serina protease. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma
metaloprotease. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma tiol
protease.

Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma
peptidase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma
aminopeptidase, por exemplo dipeptidilaminopeptidase ou
tripeptidilaminopeptidase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo
€ uma carboxipeptidase.

Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma
laccase.

Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma
peroxidase.

Em um outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma
enzima degradando amido. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo
¢ uma alfa-amilase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo ¢ uma
amiloglucosidase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo €
pululanase. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo é uma enzima
desramificadora. Em outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo ¢ uma

ciclodextrina glicosiltransferase.
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Um polinucleotideo codificando um dominio catalitico,
polipeptideo maduro, ou polipeptideo de comprimento completo de um
polipeptideo tendo atividade biolégica, ou uma por¢do da mesma, podem ser
obtidos a partir de qualquer organismo.

Um polinucleotideo codificando um polipeptideo tendo
atividade bioldgica pode ser obtido a partir de um gene codificando um
polipeptideo bacteriano. Por exemplo, o polipeptideo pode ser um
polipeptideo bacteriano Gram positivo incluindo, mas n#o limitado a, um
polipeptideo de Bacillus, Streptococcus, Streptomyces, Staphylococcus,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Clostridium, Geobacillus, ou
Oceanobaccillus, ou um polipeptideo bacteriano Gram negativo, incluindo,
mas ndo limitado a, polipeptideo de E. coli, Pseudomonas, Salmonella,
Campylobacter, Helicobacter, Flavobactenum, Fusobactenum, llyobacter
Neisseria, ou Ureaplasma.

Em um aspecto preferido, um polinucleotideo codificando um
polipeptideo tendo atividade bioldgica pode ser obtido a partir de um gene
codificando  um  polipeptideo de Bacillus alkalophilus, Bacillus
amiloliquefacens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus clausii,
Bacillus coagulans, Bacillus firmus, Bacillus tautus, Bacillus lentus, Bacillus
hcheniformis,  Bacillus  megaterium,  Bacillus  pumitus,  Bacillus
stearothermophilus, Bacillus subtilis, ou Bacillus thunngiensis.

Em outro aspecto preferido, um polinucleotideo codificando
um polipeptideo tendo atividade biologica pode ser obtido a partir de um gene
codificando um polipeptideo de Streptococcus equisimilis, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus ubens, ou Streptococcus equi subsp Zooepidemicus.

Em outro aspecto preferido, um polinucleotideo codificando
um polipeptideo tendo atividade bioldgica pode ser obtido a partir de um gene
codificando um polipeptideo de Streptomyces achromogenes, Streptomyces

avermitilis, Streptomyces coelicolor, Streptomyces grtseus, ou Streptomyces
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lividans.

Um polinucleotideo codificando um polipeptideo tendo
atividade bioldgica também pode ser obtido a partir de um gene codificando
um polipeptideo fiingico, e mais preferivelmente um polipeptideo de levedura
como um polipeptideo de Candida, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces,
Schtzosaccharomyces, ou Yarrowia, ou mais preferivelmente um polipeptideo
de fungo filamentoso como um polipeptideo de Acremonium, Agaricus,
Atternana, Aspergillus, Aureobasidium, Botryospaeria, Ceriporiopsis,
Chaetomidium, Chrysosporium, Claviceps, Cochliobotus, Coprinopsis,
Coptotermes, Corynascus, Cryphonectria, Cryptococcus, Diplodia, Exidia,
Filibasidium, Fusarium, Gibberella, Holomastigotoides, Humicola, Irpex,
Lentinula, Leptospaena, Magnaporthe, Melanocarpus, Menpilus, Mucor,
Mycehophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium,
Phanerochaete, Piromyces, Poitrasia, Pseudoplectania Pseudotnchonympha,
Rhizomucor, Schizophyllum, Scytalidium, Talaromyces, Thermoaseus,
Thielavia, Totypodadium, Trichoderma, Trichophaea, Verticiallium,
Volvariella, ou Xilaria.

Em um aspecto preferido, um polinucleotideo codificando um
polipeptideo tendo atividade biologica pode ser obtido a partir de um gene
codificando um  polipeptideo de  Saccharomyces  cartsbergensis,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces
douglasu, Saccharomyces kluyver, Saccharomyces norbensis, ou
Saccharomyces oviformis

Em outro aspecto preferido, um polinucleotideo codificando
um polipeptideo tendo atividade endoglucanase pode ser obtido a partir de um
gene codificando um polipeptideo de Acremonium celulolyticus, Aspergillus
aculeatus, Aspergillus awamori, Aspergillus fumigatus Aspergillus foetidus,
Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus

oryzae, Chrysosponum keratinophilum, Chrysosponum lucknowense,
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Chrysosponum tmpicum, Chrysosponum merdarium, Chrysosporium mops,
Chrysosponum pannicola, Chrysosponum queenslandicum, Chrysosponum
zonatum, Cladorrhinum foecundissimum, Fusarium bactndioides, Fusarium
cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium
graminearum, Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium
negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium reticulatum, Fusarium roseum,
Fusarium sambuonum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotnchioides,
Fusarium sulphureum, Fusarium torulosum, Fusarium trichothecioides,
Fusarium venenatum, Humicola grisea, Humicola insolens, Humicola
lanuginosa, Irpex lacteus, Mucor miehei, Myceliophthora thermophila,
Neurospora crassa, Penicillmm funiculosum, Pemallium purpurogenum,
Phanerochaete chrysosponum, Thielavia achromatica, Thielavia albomyces,
Thielavia albopilosa, Thielavia australeinsis, Thielavia fimeti, Thielavia
microspore, Thielavia ovispora, Thielavia peruviana, Thielavia spededomum,
Thielavia setosa, Thielavia subthermophila, Thielavia terrestris, Thielavia
vanospora, Thielavia wareingii, Trichoderma harzianum, Trichoderma
kontngii, Trichoderma longibrachiatum Trichoderma reesei, ou Trichoderma
viride.

Em um aspecto particularmente preferido, o polipeptideo
tendo atividade biolégica é uma beta-glucosidase. Exemplos de beta-
glucosidases que podem ser usadas como fontes para os polinucleotideos nos
métodos da presente invengdo, incluem, mas ndo sdo limitados a, beta-
glucosidase de Aspergillus oryzae (WO 02/095014, WO 04/099228), beta-
glucosidase de Aspergillus aculeatus (Kawaguchi et al, 1996, Gene 173 287-
288), Aspergillus avenaceus (GENBANK™ numero de acesso AY943971),
Aspergillus  fumigatus (GENBANK™ namero de acesso XM745234),
Aspergillus  kawachiilGENBANK™ namero de acesso AB003470),
Aspergillus niger (GENBANKT™  AJ132386), Magnaporthe grisea
(GENBANK™ namero de acesso AY849670), Phanerochaete chrysosponum
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(GENBANK™ ntimero de acesso AB253327), Talaromyces emersonii
(GENBANK™ ntmero de acesso AY072918), e Trichoderma reesei
(GENBANK™ numeros de acesso U09580, AB003110, AY281374,
AY281375, AY281377, AY281378, e AY281379). Variantes de beta-
glucosidases também podem ser usadas como fontes para os polinucleotideos
como os descritos em WO 04/099228.

Em um aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da beta-glucosidase, ou
uma por¢io da mesma, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de beta-glucosidase Familia 1.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da beta-glucosidase, ou
uma por¢do da mesma, ¢ codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de beta-glucosidase Familia 3.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da beta-glucosidase, ou
uma porc¢do da mesma, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de beta-glucosidase de Aspergillus oryzae. Em um aspecto o mais
preferido, o polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou
dominio catalitico da beta-glucosidase, ou uma por¢io da mesma, €
codificado por um polinucleotideo obtido a partir de um gene beta-
glucosidase de Aspergillus oryzae compreendendo SEQ ID NO 23 que
codifica o polipeptideo de SEQ ID NO 24 ou um gene mutante de beta-
glucosidase de Aspergillus oryzae compreendendo SEQ ID NO 25 que
codifica o polipeptideo de SEQ ID NO 26.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da beta-glucosidase, ou
uma por¢do da mesma, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de

um gene de beta-glucosidase de Aspergillus fumigatus. Em um aspecto o mais
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preferido, o polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou
dominio catalitico da beta-glucosidase, ou uma por¢do da mesma, ¢
codificado por um polinucleotideo obtido a partir de um gene de beta-
glucosidase de Aspergillus fumigatus compreendendo SEQ ID NO 35 27 que
codifica o polipeptideo de SEQ ID NO 28.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da beta-glucosidase, ou
uma por¢do da mesma, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene beta-glucosidase de Penicillium brasilianum cepa IBT 20888. Em
um aspecto o mais preferido, o polipeptideo de comprimento completo,
polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da beta-glucosidase, ou uma
por¢do da mesma, é codificado por um polinucleotideo obtido a partir de um
gene de beta- glucosidase de Penicillium brasilianum cepa IBT 20888
compreendendo SEQ ID NO 29 que codifica o polipeptideo de SEQ ID NO
30.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da beta-glucosidase, ou
uma por¢do da mesma, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene de beta-glucosidase de Trichoderma reesei cepa No QM9414. Em
outro aspecto o mais preferido, o polipeptideo de comprimento completo,
polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da beta-glucosidase, ou uma
por¢do da mesma, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de um
gene de beta-glucosidase de Trichoderma reesei cepa No QM9414
compreendendo SEQ ID NO 31 que codifica o polipeptideo de SEQ ID NO
32 (GENBANK™ numero de acesso U09580). Em outro aspecto preferido, a
beta-glucosidase é naturalmente secretada. Em outro aspecto preferido, a
beta-glucosidase ndo é naturalmente secretada.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento

completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da beta-glucosidase, ou
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uma por¢do da mesma, € codificado por um polinucleotideo obtido a partir de
um gene codificando um polipeptideo homélogo compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos que tem um grau de identidade para as sequéncias
de aminoacidos do polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo
maduro, ou dominio catalitico de SEQ ID NO 24, SEQ ID NO 26, SEQ ID
NO 28, SEQ ID NO 30, ou SEQ ID NO 32 de pelo menos 60%,
preferivelmente pelo menos 65%, mais preferivelmente pelo menos 70%,
mais preferivelmente pelo menos 75%, mais preferivelmente pelo menos
80%, mais preferivelmente pelo menos 85%, ainda mais preferivelmente pelo
menos 90%, o mais preferivelmente pelo menos 95%, e ainda o mais
preferivelmente 96%, 97%, 98%, ou 99%, que tem atividade endoglucanase.
Em um aspecto preferido, o polipeptideo homdlogo tem uma sequéncia de
aminoacidos que difere por dez aminoacidos, preferivelmente por cinco
aminoacidos, mais preferivelmente por quatro aminoacidos, ainda mais
preferivelmente por trés aminoacidos, o mais preferivelmente por dois
aminoacidos, e ainda o mais preferivelmente por um aminoécido a partir do
polipeptideo de comprimento completo, polipeptideo maduro, ou dominio
catalitico de SEQ ID NO 24, SEQ ID NO 26, SEQ ID NO 28, SEQ ID NO
30, ou SEQ ID NO 32.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo de comprimento
completo, polipeptideo maduro, ou dominio catalitico da beta-glucosidase, ou
uma por¢do da mesma, ¢ codificado por um polinucleotideo que hibridiza sob
condi¢des de estringéncia muito baixa, preferivelmente condi¢es de
estringéncia baixa, mais preferivelmente condigdes de estringéncia média,
mais preferivelmente condigdes de estringéncia média- alta, ainda mais
preferivelmente condig¢des de estringéncia alta, e o mais preferivelmente
condi¢gdes de estringéncia muito alta com (i) SEQ ID NO 23, SEQ ID NO 25,
SEQ ID NO 27, SEQ ID NO 29, ou SEQ ID NO 31, (ii) a sequéncia de cDNA
contida em SEQ ID NO 23, SEQ ID NO 25, SEQ ID NO 27, SEQ ID NO 29,
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ou SEQ ID NO 31, (ii) a subsequéncia de (i) ou (ii) ou (iv) um filamento
complementar de (i), (ii) ou (iii), (J.Sambrook, E.F. Fritsch, e T. Maniatis,
1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d ed., Cold Spring Harbor,
New York). A subsequéncia de SEQ ID NO 23, SEQ ID NO 25, SEQ ID NO
27, SEQ ID NO 29, ou SEQ ID NO 31 contém pelo menos 100 nucleotideos
contiguos ou preferivelmente pelo menos 200 nucleotideos contiguos.

A sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO 23, SEQ ID NO
25, SEQ ID NO 27 SEQ ID NO 29, ou SEQ ID NO 31, ou a subsequéncia da
mesma, assim como a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO 24, SEQ ID
NO 26, SEQ ID NO 28, SEQ ID NO 30, ou SEQ ID NO 32, ou um fragmento
da mesma, pode ser usada para projetar uma sonda de 4acido nucleico para
identificar e clonar polipeptideos codificando DNA tendo atividade beta-
glucosidase a partir de cepas de diferentes géneros ou espécies acordo com
métodos bem conhecidos na arte. Em particular, estas sondas podem ser
usadas para hibridizagdo com o cDNA ou gendmico do género ou espécie de
interesse, seguindo os procedimentos de Southern blotting padrdes, ou a fim
de identificar e isolar o gene correspondente ai. Estas sondas sdo
consideravelmente mais curtas do que a sequéncia completa, mas devem ser
de pelo menos 14, preferivelmente pelo menos 25, mais preferivelmente pelo
menos 35, e o mais preferivelmente pelo menos 70 nucleotideos em
comprimento. No entanto, prefere-se que a sonda de acido nucleico tenha pelo
menos 100 nucleotideos em comprimento. Por exemplo, a sonda de acido
nucleico pode ter pelo menos 200 nucleotideos, preferivelmente pelo menos
300 nucleotideos, mais preferivelmente pelo menos 400 nucleotideos, ou o
mais preferivelmente pelo menos 500 nucleotideos em comprimento. Sondas
ainda mais longas podem ser usadas, por exemplo, sondas de acido nucleico
que tem pelo menos 600 nucleotideos, pelo menos preferivelmente pelo
menos 700 nucleotideos, mais preferivelmente pelo menos 800 nucleotideos,

ou o mais preferivelmente pelo menos 900 nucleotideos em comprimento.
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Ambas as sondas de DNA e RNA podem ser usadas. As sondas sdo
tipicamente rotuladas para detectar o gene correspondente (por exemplo, com
*?p, *H, *S, biotina, ou avidina). Estas sondas sdo englobadas pela presente
inveng¢3ao.

Peptideos sinal.

O peptideo sinal pode ser qualquer peptideo sinal apropriado
reconhecido por uma célula hospedeira para secreciio extracelular de uma
proteina de fusdo da presente invengdo. A sequéncia de sinal ¢é
preferivelmente a que estd naturalmente associada com o componente
endoglucanase de uma proteina de fusdo a ser expressada.

A extremidade 5' da sequéncia de codificagdo da sequéncia de
nucleotideos codificando um polipeptideo que contém inerentemente uma
regido de codificacdo de peptideo naturalmente ligada em matriz de leitura de
tradugdo com o segmento da regido de codificagdo que codifica o
polipeptideo secretado. Alternativamente, a extremidade 5' da sequéncia de
codificagdo pode conter uma regido de codificagcdo de peptideo sinal que ¢
estranha para a sequéncia de codificagdo. A regido de codificagdo de peptideo
sinal estranho pode ser requerida onde a sequéncia de codificagdo ndo contém
naturalmente uma regido de codifica¢do de peptideo sinal. Alternativamente,
a regido de codificagdo de peptideo sinal estranho pode simplesmente
substituir a regido de codificagdo de peptideo sinal natural a fim de melhorar a
secre¢do do polipeptideo. No entanto, qualquer regido de codificagdo de
peptideo sinal que dirige a proteina de fusdo expressada na via secretdria da
célula hospedeira de escolha, isto é, secretada em um meio de cultura, pode
ser usada na presente invengao.

As sequéncias de codificagdo de peptideo sinal eficazs para
células hospedeiras de fungos filamentosos sdo a sequéncia de codificagdo de
peptideo sinal obtidas a partir dos genes para TAKA amilase de Aspergillus

oryzae, amilase neutral de Aspergillus niger, glucoamilase de Aspergillus
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niger, aspartica proteinase de Rhizomucor miehei, celulase de Humicola
insolens, endoglucanase V de Humicola insolens, e lipase de Humicola
lanuginosa, celobiohidrolase I de Trichoderma reesei, celobiohidrolase II de
Trichoderma reesei, endoglucanase 1 de Trichoderma reesei, endoglucanase
Il de Trichoderma reesei, endoglucanase IIl Trichoderma reesei,
endoglucanase 1V Trichoderma reesei, endoglucanase V Trichoderma reesei,
xilanase I de Trichoderma reesei, xilanase 11 de Trichoderma reesei, e beta-
xilosidase de Trichoderma reesei.

As sequéncias de codificagdo de peptideo sinal utilizaveis para
células hospedeiras de levedura sdo obtidas dos genes para alfa-fator de
Saccharomyces cerevisiae e invertase de Saccharomyces cerevisiae. Outra
sequéncia de codificagdo de peptideo sinal utilizavel é descrita por Romanos
et al, 1992, supra.

Em um aspecto preferido, a sequéncia de codifica¢do de
peptideo sinal € obtida a partir de um gene que codifica uma endoglucanase.
Em um aspecto mais preferido, a sequéncia de codifica¢do de peptideo sinal é
obtido a partir de um gene que codifica uma endoglucanase VI. Em um
aspecto ainda mais preferido, a sequéncia de codificagdo de peptideo sinal é
obtido a partir de um gene de Humicola insolens que codifica uma
endoglucanase V. Em um aspecto ainda mais preferido, a sequéncia de
codificagdo de peptideo sinal codifica aminoacidos 1 a 21 de SEQ ID NO 2.
Em outro aspecto o mais preferido, a sequéncia de codificagdo de peptideo
sinal € de nucleotideos 1 a 63 de SEQ ID NO 1.

A proteina de fusdo pode ainda compreender um segundo
peptideo sinal que € associado com o componente de beta-glucosidase de uma
proteina de fusdo. A sequéncia de codificagdo de peptideo sinal pode ser uma
sequéncia de codificacdo de peptideo sinal que estd naturalmente associada
com a sequéncia de codificacdo do polipeptideo tendo atividade bioldgica ou

pode ser uma sequéncia de codificagdo de peptideo sinal diferente como uma
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das descritas acima.

Em um aspecto preferido, a sequéncia de codificacdo de
peptideo sinal é uma sequéncia naturalmente associada com a sequéncia de
codificacdo de beta-glucosidase.

Ligadores

Como mencionado supra, muitas endoglucanases tem uma
estrutura de multiplos dominios consistindo de um dominio -catalitico
separado de um ou mais modulos de ligagdo de carboidratos por um peptideo
(s) ligador (es). Nos métodos da presente invengdo, as constru¢des de proteina
de fusdo pode ainda compreender uma sequéncia de codificagdo de ligador
localizada 3' a sequéncia compreendendo o dominio catalitico de
endoglucanase e 5' para a sequéncia compreendendo o dominio catalitico do
polipeptideo tendo atividade biolégica.

O ligador pode ser obtido do mesmo gene que o dominio
catalitico da endoglucanase ou de um gene de endoglucanase diferente. Por
outro lado, o ligador pode ser de origem sintética.

Os exemplos de ligadores que podem ser usados nos métodos
da presente invengdo incluem, mas ndo limitados a ligadores obtidos dos
genes de genes de celobiohidrolase 1 de Trichoderma reesei (Srisodsuk et al,
1093, Journal of Biological Chemistry 268 20765-20761), celobiohidrolase
de Hypocrea jeconna (antes Trichoderma reesei) Cel7A (Mulakala et al,
2005, Proteins 60 598-605), endoglucanase V de Humicola insolens, €
endoglucanase de Thielavia terrestris NRRL 8126 CEL7C.

Em um aspecto preferido, o ligador é obtido a partir de um
gene de endoglucanase de Humicola insolens. Em outro aspecto preferido, o
ligador € obtido a partir de um gene de endoglucanase de Trichoderma reesei.
Em um aspecto mais preferido, o ligador é obtido a partir de um gene de
endoglucanase V de Humicola insolens (eg5).

Em outro aspecto preferido, o ligador é obtido a partir de um
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gene de endoglucanase de Thielavia terrestris. Em um outro aspecto o mais
preferido, o ligador é obtido a partir de um gene de endoglucanase de
Thielavia terrestris NRRL 8126 CEL7C.

Em um aspecto preferido, o ligador tem pelo menos 5 residuos
de aminoécido. Em um aspecto mais preferido, o ligador tem pelo menos 15
residuos de aminoacido. Em um aspecto o mais preferido, o ligador tem pelo
menos 25 residuos de aminoacido.

Em um aspecto preferido, o ligador tem entre cerca de 5 a
cerca de 60 residuos de aminoacido. Em um aspecto mais preferido, o ligador
tem entre cerca de 15 a cerca de 50 residuos de aminoacido. Em um aspecto o
mais preferido, o ligador tem entre cerca de 25 a cerca de 45 residuos de
aminoacido.

Modulos de ligacio de carboidratos

Modulos de ligagdo de carboidratos (CBMs) sdo definidos
como sequéncias de aminoacidos contiguas com uma duplicacdo discreta
tendo atividade de ligagdo de carboidrato s, e sio comumente encontrados
dentro de enzimas ativas para carboidratos. Vérios tipos de CBMS foram
descritos e a maior parte liga a polissacarideos insolGiveis (ver Boraston et al,
2004, BioChem J. 382 769-781)

Moédulos de ligagdo de carboidratos foram caracterizados os
quais mediam a interagdo com, por exemplo, celulose cristalina, celulose ndo
cristalina, quitina, beta-1,3-glucanos e beta-1,3-1,4-glucanos de ligacdo mista,
xilano, mannano, galactano e amido. Médulos de ligacdo de carboidratos
ocorrem com freqiiéncia em celulases de multiplos dominios. Apesar de
alguns CBMS conferirem ligagdo especifica a um subconjunto de estruturas
de carboidratos, outros sdo mais gerais em sua capacidade de se associar com
varios polissacarideos. CBMs que conferem liga¢do a celulose sdo as vezes
referidos como dominios de ligagdo de celulose, ou CBDs (Boraston et al,

2004, Biochem J. 382 769-781). CBMs sdo agrupados por similaridade com
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aminodcido, atualmente 48 familias de CBM s#o descritas.

As glicosideo hidrolases podem compreender mais de um
dominio catalitico e um, dois, trés ou mais CBMs, e opcionalmente ainda
compreender uma ou mais regides de sequéncia de aminoacido de
polipeptideo ligando os CBM(s) com o(s) dominio(s) catalitico(s), uma regido
do ultimo tipo geralmente sendo denotada um "ligador". Os exemplos de
enzimas hidroliticas compreendendo um CBM sio e celulases, x1lanases,
mannanases, arabinofuranosidases acetilesterases e quitinases (ver P. Tomme
et al, Cellulose -Binding Domains - Classification and Properties in
Enzymatic Degradation of Insoluble Carbohydrates, John N. Saddler e
Michael H. Penner (Eds ), ACS Symposium Series, No 618, 1996).

Um CBM pode estar localizado no término N ou C ou em uma
posi¢do interna de uma proteina ou polipeptideo. A regido de um polipeptideo
ou proteina que constitui um CBM tipicamente consiste de mais do que cerca
de 30 e menos do que cerca de 250 residuos de aminodcidos. Por exemplo os
CBMs listados e classificados em Familia I consistem de 33-37 residuos de
aminoacido, os listados e classificados em Familia 2a consistem de 95-108
residuos de aminoacido, e os listados e classificados em Familia 6 consistem
de 85-92 residuos de aminoacido. Assim, o peso molecular de uma sequéncia
de amino4cidos constituindo um CBM estara tipicamente na faixa de cerca de
4 kDa a cerca de 40 kDa, e geralmente abaixo de cerca de 35 kDa.

Nos métodos da presente invengdo, qualquer CBM pode ser
usado. O CBM pode ser naturalmente associado com a endoglucanase ou
pode ser estranho para a endoglucanase.

Em um aspecto preferido, um CBM ¢ obtido a partir de um
gene de endoglucanase de Trichoderma reesei (EG). Em um aspecto mais
preferido, um CBM ¢ obtido a partir de um gene de endoglucanase EGI de
Trichoderma reesei. Em um outro aspecto o mais preferido, um CBM ¢

obtido a partir de um gene endoglucanase EGII de Trichoderma reesei. Em
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um outro aspecto o mais preferido, um CBM ¢é obtido a partir de um gene de
endoglucanase EGV de Trichoderma reesei. Em outro aspecto preferido, um
CBM ¢ obtido a partir de um gene de celobiohidrolase (CBH) de Trichoderma
reesei gene. Em outro aspecto preferido, um CBM ¢€ obtido a partir de um
gene CBHI Trichoderma reesei (Tern et al, 1987, Gene 51 42-52, Linder e
Teen, 1996, Biochemistry 93 12251-12255). Em outro aspecto preferido, um
CBM ¢ obtido a partir de um gene CBHII de Trichoderma reesei.

Em outro aspecto preferido, um CBM ¢é obtido a partir de um
gene de endoglucanase de Thielavia terrestris. Em um outro aspecto o mais
preferido, um CBM ¢€ obtido a partir de um gene de endoglucanase de
Thielavia terrestris NRRL 8126 CEL7C.

Sitio de clivagem

Nos métodos da presente invengdo, as constru¢des de proteina
de fusdo podem ainda compreender uma sequéncia de nucleotideos
codificando um sitio de clivagem. O sitio de clivagem esta preferivelmente
localizado entre a sequéncia compreendendo pelo menos o dominio catalitico
de endoglucanase e a sequéncia compreendendo pelo menos o dominio
catalitico do polipeptideo tendo atividade biologica. Quando da secrecdo de
uma proteina de fus@io, o sitio é clivado liberando o polipeptideo tendo
atividade biologica de uma proteina de fusio.

Exemplos de sitios de clivagem incluem, mas ndo sdo
limitados a, sitio Kex2 que codifica o dipeptideo Lys-Arg (Martin et al, 2003,
J. Ind. Microbiol Biotechnol 3 568- 76, Svetina et al, 2000, J Biotechnol 76
245-251, Rasmussen-Wilson Et al, 1997, Appl Environ Microbiol 63 3488-
3493, Ward et al, 1995, Biotechnology 13 498-503, e Contreras et al, 1991,
Biotechnology 9 378-381), um sitio Me-(Glu ou Asp)-Gly-Arg, que € clivado
por um Fator Xa protease apds o residuo arginina (Eaton et al, 1986, Biochem
25 505-512), um sitio Asp-Asp-Asp-Asp-Lys site, que é clivado por uma
enteroquinase apos a lisina (Colhns-Racie et al, 1995, Biotechnology ( 982-
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987), um sitio His-Tyr-Glu ou sitio His-Tyr-Asp, que é clivado por Genenase
I (Carter ef al, 1989, Proteins Structure, Function, and Genetics 240-248), um
sitio Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser que ¢é clivado por trombina apds o Arg
(Stevens, 2003, Drug Discovery World 4 35- 48], um sitio Glu-Asn-Leu-Tyr-
Phe-GIn-Gly, que ¢ clivado por TEV protease apos o Gln (Stevens, 2003,
supra), € um sitio Leu- Glu-Val-Leu-Phe-GIn-Gly-Pro, que é clivado por
forma geneticamente engenheirada de rhinovirus humano 3C protease apds o
Gln (Stevens, 2003, supra)

Proteinas de fusio

Uma proteina de fusdo tendo atividade bioldgica da presente
invengdo compreendendo um peptideo sinal, pelo menos o dominio catalitico
de uma endoglucanase ou uma por¢do da mesma, e pelo menos o dominio
catalitico de um polipeptideo tendo atividade bioldogica ou uma por¢do do
mesmo, aumenta a secre¢do de uma proteina de fusio comparado com a
auséncia de pelo menos o dominio catalitico da endoglucanase ou uma porg¢ao
da mesma. Em cada um dos aspectos preferidos abaixo, os componentes de
uma proteina de fusdo sdo ligados em armagio a partir do término N para o
término C da proteina.

Em um aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende um
peptideo sinal, um dominio catalitico de uma endoglucanase, ¢ um dominio
catalitico de um polipeptideo tendo atividade bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um dominio catalitico de um polipeptideo tendo atividade
biolégica, e um dominio catalitico de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um polipeptideo maduro de uma endoglucanase, e um
dominio catalitico de um polipeptideo tendo atividade biologica

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende

um peptideo sinal, um dominio catalitico de um polipeptideo tendo atividade
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biologica, e um polipeptideo maduro de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um dominio catalitico de uma endoglucanase, e um
polipeptideo maduro de um polipeptideo tendo atividade biologica.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um polipeptideo maduro de um polipeptideo tendo
atividade bioldgica, e um dominio catalitico de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um polipeptideo maduro de uma endoglucanase, e um
polipeptideo maduro de um polipeptideo tendo atividade bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusio compreende
um peptideo sinal, um polipeptideo maduro de um polipeptideo tendo
atividade bioloégica, e um polipeptideo maduro de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um dominio catalitico de uma endoglucanase, e um
polipeptideo de comprimento completo de um polipeptideo tendo atividade
bioloégica.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um polipeptideo de comprimento completo de um
polipeptideo tendo atividade bioldogica, e um dominio catalitico de uma
endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um polipeptideo maduro de uma endoglucanase, e um
polipeptideo de comprimento completo de um polipeptideo tendo atividade
biologica.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusio compreende
um peptideo sinal, um polipeptideo de comprimento completo de um
polipeptideo tendo atividade biologica, e um polipeptideo maduro de uma

endoglucanase.
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Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um polipeptideo de comprimento completo de uma endoglucanase (peptideo
sinal e polipeptideo maduro), e um polipeptideo de comprimento completo de
um polipeptideo tendo atividade biologica.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um polipeptideo de comprimento completo de um polipeptideo tendo
atividade bioldgica e um polipeptideo de comprimento completo de uma
endoglucanase (peptideo sinal e polipeptideo maduro).

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um dominio catalitico de uma endoglucanase, um ligador
e/ou um moédulo de ligagdo de carboidrato, e um dominio catalitico de um
polipeptideo tendo atividade bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um dominio catalitico de um polipeptideo tendo atividade
biolégica, um ligador e/ou um modulo de ligagdo de carboidrato, e um
dominio catalitico de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um polipeptideo maduro de uma endoglucanase, um
ligador e/ou um médulo de ligagdo de carboidrato, e um dominio catalitico de
um polipeptideo tendo atividade bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um dominio catalitico de um polipeptideo tendo atividade
biolégica, um ligador e/ou um modulo de ligagdo de carboidrato, e um
polipeptideo maduro de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusio compreende
um peptideo sinal, um dominio catalitico de uma endoglucanase, um ligador
e/ou um modulo de ligagdo de carboidrato, e um polipeptideo maduro de um
polipeptideo tendo atividade bioldgica.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
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um peptideo sinal, um polipeptideo maduro de um polipeptideo tendo
atividade bioldgica, um ligador e/ou um médulo de ligacdo de carboidrato e
um dominio catalitico de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um polipeptideo maduro de uma endoglucanase, um
ligador e/ou um médulo de ligagdo de carboidrato, e um polipeptideo maduro
de um polipeptideo tendo atividade biolodgica.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um polipeptideo maduro de um polipeptideo tendo
atividade biolégica, um ligador e/ou um médulo de ligagdo de carboidrato, e
um polipeptideo maduro de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um dominio catalitico de uma endoglucanase, um ligador
e/ou um moédulo de ligagdo de carboidrato, e um polipeptideo de comprimento
completo de um polipeptideo tendo atividade biologica.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um polipeptideo de comprimento completo de um
polipeptideo tendo atividade bioldgica, um ligador e/ou um médulo de ligagdo
de carboidrato, e um dominio catalitico de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um polipeptideo maduro de uma endoglucanase, um
ligador e/ou um moédulo de ligagdo de carboidrato, e um polipeptideo de
comprimento completo de um polipeptideo tendo atividade biologica.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um polipeptideo de comprimento completo de um
polipeptideo tendo atividade biolégica, um ligador e/ou um modulo de ligagdo
de carboidrato, e um polipeptideo maduro de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende

um peptideo sinal, um dominio catalitico de uma endoglucanase, um segundo
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uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, um dominio catalitico de uma endoglucanase, um ligador
e/ou um moédulo de ligagdo de carboidrato, um segundo peptideo sinal; € um

5  dominio catalitico de um polipeptideo tendo atividade biologica.
Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende

um peptideo sinal, um dominio catalitico de um polipeptideo tendo atividade

bioldgica, um ligador e/ou um mdédulo de ligagdo de carboidrato, um segundo

peptideo sinal, e um dominio catalitico de uma endoglucanase.
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biologica.

Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo compreende
um peptideo sinal, e um polipeptideo maduro de um polipeptideo tendo
atividade biolégica, um ligador e/ou um mddulo de ligagdo de carboidrato,
um segundo peptideo sinal, e um polipeptideo maduro de uma endoglucanase.

Em outro aspecto preferido, para cada um dos aspectos
preferidos acima, a proteina de fusdo pode compreender alternativamente uma
por¢do do dominio catalitico, o polipeptideo maduro, ou o polipeptideo de
comprimento completo de uma endoglucanase ou um polipeptideo tendo
atividade bioldgica. A porgdo da endoglucanase pode ter ou ndo ter atividade
de endoglucanase. Em um aspecto mais preferido, a por¢do da endoglucanase
tem atividade endoglucanase.

Promotores

A regido de promotor pode ser qualquer sequéncia de
promotor apropriada reconhecida por uma célula hospedeira para expressio
de uma proteina de fusdo. A sequéncia de promotor contém sequéncias de
controle transcripcional que mediam a expressdo do polipeptideo. O promotor
pode ser qualquer sequéncia de nucleotideo que mostra atividade
transcripcional na célula hospedeira de escolha incluindo promotores
mutantes, truncados, tandem, e hibridos e pode ser obtido de genes
codificando polipeptideos extracelulares ou intracelulares ou nativos ou
estranhos (heter6logos) para a célula hospedeira. Os promotores exemplares
incluem tanto promotores constitutivos como indutiveis.

Os exemplos de promotores apropriados para dirigir a
transcricdo das construgdes de proteina de fusdo da presente invengdo,
especialmente em uma célula hospedeira bacteriana, sio os promotores
obtidos de operon lac de E. coli, gene agarase de Streptomyces coelicolor
(dagA), gene levansucrase de Bacillus subtilis (sacB), gene alfa- amilase de

Bacillus licheniformis (amyL), gene maltogénico amilase de Bacillus
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stearothermophilus (amyM), gene alfa-amilase de Bacillus amiloliquefaciens
(amyQ), gene penicillinase de Bacillus licheniformis (penP), genes xylA e
xylB de Bacillus subtilis, e gene beta-lactamase procariotico (Villa-Kamaroff
et al, 1978, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 75 3727-
3731), assim como um promotor tac (DeBoer et al, 1983, Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 80 21-25) outros promotores S0
descritos em "Useful proteins from recombinant bacteria" in Scientific
American, 1980, 242 74-94, e em Sambrook et al, 1989, supra.

Exemplos de promotores apropriadas para dirigir a transcrigdo
de construgdes de fusdo da presente invengdo em uma célula hospedeira de
fungo filamentoso sdo promotores obtidos a partir dos genes para TAKA
amilase de Aspergillus oryzae, proteinase aspartica de Rhizomucor miehei,
alfa-amilase neutral de Aspergillus niger, alfa-amilase estavel em acido de
Aspergillus niger acid stable, glucoamilase de Aspergillus niger ou
Aspergillus awamori (glaA), lipase de Rhizomucor miehei, protease alcalina
de Aspergillus oryzae, triose fosfato isomerase de Aspergillus oryzae,
acetamidase de Aspergillus nidulans, amiloglucosidase de Fusarium
venenatum (WO 00/56900), Fusarium venenatum Dana (WO 00/56900),
Fusarium venenatum Quinn (WO 00/56900), protease tipo tripsina de
Fusarium oxysporum (WO 96/00787), beta-glucosidase de Trichoderma
reesei, celobiohidrolase 1 de Trichoderma reesei, celobiohidrolase II de
Trichoderma reesei, endoglucanase 1 de Trichoderma reesei, endoglucanase
Il de Trichoderma reesei, endoglucanase IIl de Trichoderma reesei,
endoglucanase IV de Trichoderma reesei, endoglucanase V de Trichoderma
reesei, xilanase 1 de Trichoderma reesei, xilanase 1l de Trichoderma reesei,
beta-xilosidase de Trichoderma reesei, beta-tubulina de Coprinus cinereus €
swollenina de Trichoderma reesei, assim como promotor NA2-tpi (um
hibrido dos promotores dos genes para alfa-amilase neutral Aspergillus niger

e triose fosfato isomerase Aspergillus oryzae), e os promotores mutantes,
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truncados e hibridos dos mesmos.

Em hospedeiro de levedura, promotores apropriados sdo
obtidos a partir de genes para enolase de Saccharomyces cerevisiae (ENO-1),
galactoquinase de Saccharomyces cerevisiae (GAL1), alcool
dehidrogenase/gliceraldeido-3-  fosfato  dehidrogenase  Saccharomyces
cerevisiae (ADH1, ADH2/GAP), triose fosfato isomerase Saccharomyces
cerevisiae (TPI), metalotionina Saccharomyces cerevisiae (CUPI), e
fosfoglicerato quinase de Saccharomyces cerevisiae. Outros promotores
utilizaveis para as células hospedeiras de levedura sdo descritos por Romanos
et al, 1992, Yeast 8 423-488.

Em um aspecto preferido, o promotor ¢ um promotor de
celobiohidrolase. Em um aspecto mais preferido, o promotor é um promotor
de celobiohidrolase I (cbhl). Em um aspecto ainda mais preferido, o promotor
¢ um promotor do gene celobiohidrolase I de Trichoderma reesei (cbhl). Em
um aspecto o mais preferido, o promotor € o promotor de Trichoderma reesei
CbM de nucleotideos 505 a 1501 de SEQ ID NO 29 (GENBANKT™ nuimero
de acesso D86235). Em um outro aspecto o mais preferido, o promotor é um
promotor de celobiohidrolase II (cbh2). Em ainda outro aspecto mais
preferido, o promotor ¢ um promotor do gene de celobiohidrolase II de
Trichoderma reesei (cbh2). Em outro aspecto o mais preferido, o promotor é
o promotor d e Trichoderma reesei cbh2 de nucleotideos 1 a 582 de SEQ ID
NO 30 (GENBANK™ ntimero de acesso M55080).

Em outro aspecto preferido, o promotor € o promotor de NA2-
tpi. Em outro aspecto preferido, o promotor é um promotor de TAKA
amilase. Em outro aspecto preferido, o promotor é um promotor de
amiloglucosidase de Fusarium venenatum. Em outro aspecto preferido, o
promotor € um promotor de protease tipo tripsina de Fusarium oxysporum.
Em outro aspecto preferido, o promotor é um promotor de glucoamilase

(glaA) de Aspergillus niger ou Aspergillus awamori.
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Em um aspecto preferido, a regido de promotor dirige a
expressio do primeiro, segundo e terceiro polinucleotideos, e
alternativamente também o quarto polinucleotideo.
Terminadores
5 O terminador pode ser qualquer sequéncia de terminador de

transcri¢do reconhecida por uma célula hospedeira para terminar a

transcri¢do. A sequéncia do terminador € ligada operativamente ao término 3'
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terminador € um terminador de gene de celobiohidrolase II de Trichoderma
reesei (cbh2). Em outro aspecto o mais preferido, o terminador € o terminador
cbh2 de SEQ ID NO 32 de Trichoderma reesei.

Em outro aspecto preferido, o terminador € um terminador de
TAKA amilase. Em outro aspecto preferido, o promotor é a terminador de
protease de tipo tripsina de Fusarium oxysporum. Em outro aspecto preferido,
o promotor € um terminador de glucoamilase (glad) de Aspergillus niger ou
Aspergillus awamori.

Outras sequéncias regulatorias

As construgdes de proteina de fusfo podem ainda compreender
outros elementos regulatérios, como um lider, sequéncia de poliadenilagio e
outros elementos.

A sequéncia regulatérios também pode ser uma sequéncia lider
apropriada, uma regido nio traduzida de um mRNA que é importante para
tradugdo pela célula hospedeira. A sequéncia lider ¢ ligada operativamente ao
término 5' da sequéncia de nucleotideos codificando uma proteina de fusio.
Qualquer sequéncia lider que é funcional na célula hospedeira de escolha
pode ser usada na presente invengio.

Os lideres preferidos para células hospedeiras de fungo
filamentoso s@o obtidos a partir de genes para TAKA amilase de Aspergillus
oryzae e triose fosfato isomerase de Aspergillus nidulans.

Os lideres apropriados para células hospedeiras de levedura
sdo obtidos a partir de genes para enolase de Saccharomyces cerevisiae
(ENO-1) 3- fosfoglicerato quinase de Saccharomyces cerevisiae, alfa-fator de
Saccharomyces cerevisiae, e alcool dehidrogenase/gliceraldeido-3-fosfato
dehidrogenase de Saccharomyces cerevisiae e (ADH2/GAP).

A sequéncia regulatdria também pode ser uma sequéncia de
poliadenilagdo, uma sequéncia ligada operativamente ao término 3' da

sequéncia de nucleotideos e, quando transcrita, é reconhecida pela célula
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hospedeira como um sinal para adicionar residuos de poliadenosina a mRNA
transcrito. Qualquer sequéncia de poliadenilagio que é funcional na célula
hospedeira de escolha pode ser usada na presente invengéo.

As sequéncias de poliadenilagdo preferidas para células
hospedeiras de fungo filamentoso sdo obtidas dos genes para TAKA amilase
de Aspergillus oryzae, glucoamilase de Aspergillus niger, antranilato sintase
de Aspergillus nidulans, protease tipo tripsina de Fusarium oxysporum, e alfa-
glucosidase de Aspergillus niger.

As sequéncias de poliadenilagdo utilizaveis para células
hospedeiras de levedura s3o descritas por Guo e Sherman, 1995, Molecular
Cellular Biology, 15 5983-5990.

Pode ser desejavel adicionar sequéncias regulatérias que
permitem a regulagdo da expressdo do polipeptideo com relacdo ao
crescimento da célula hospedeira. Os exemplos de sistemas regulatérios sdo
0s que causam a expressdo do gene a ser ligado ou desligado em resposta a
um estimulo quimico ou fisico, incluindo a presenga de um composto
regulatorio. Os sistemas regulatorios em sistemas procaridticos incluem os
sistemas de operador /ac, tac, e trp. Em levedura, o sistema ADH?2 ou sistema
GALLI pode ser usado. Em fungo filamentoso, o promotor de TAKA alfa-
amilase, promotor glucoamilase de Aspergillus niger, e promotor
glucoamilase de Aspergillus oryzae podem ser usados como sequéncias
regulatorias. Outros exemplos de sequéncias regulatérias sdo os que permitem
a amplificacdo do gene. Em sistemas eucaridticos, estes incluem o gene
dihidrofolato reductase, que € amplificado na presenca de r metotrexato e
genes de metalotioneina que s3o amplificados em metais pesados. Nestes
casos, a sequéncia de nucleotideos codificando o polipeptideo deve ser ligada
operativamente com a sequéncia regulatoria.

As construgdes de proteina de fusdo contém preferivelmente

um ou mais marcadores selecionaveis que permitem a selecdo facil de células
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transformadas, transfectadas, transduzidas ou outras. Um marcador
seleciondvel é um gene cujo produto prové resisténcia a biocida ou viral,
resisténcia a metais pesados, prototrofia a auxotroficos, e outros.

Exemplos de marcadores bacterianos selecionaveis sdo 0s
genes dal de Bacillus subtilis ou Bacillus licheniformis, ou marcadores que
conferem resisténcia a antibioticos como ampicilina, canamicina,
cloranfenicol, ou resisténcia a tetraciclina. Os marcadores apropriados para
células hospedeiras de levedura sio ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, METS3,
TRP1, e URA3. Os marcadores selecionaveis para uso em uma célula
hospedeira de fungo filamentoso incluem, mas nio sdo limitados a, amdS
(acetamidase), argB (ornitina carbamoiltransferase), bar (fosfinotricina
acetiltransferase), #ph (higromicina fosfotransferase), nialD (nitrato
reductase), pyrG (orotidina-5’- fosfato decarboxilase), sC (sulfato
adenilransferase), e ##pC (antranilato sintase), assim como equivalentes dos
mesmos. Preferidos para uso em uma célula de Aspergillus sdo os genes amdS
e pyrG de Aspergillus nidulans ou Aspergillus oryzae e o gene bar de
Streptomyces hygroscopicus.

Vetores de expressao

A presente invengdo também refere-se aos vetores de
expressdo recombinante compreendendo um polinucleotideo codificando uma
proteina de fusdo, um promotor e sinais de parada transcripcional €
translacional. Os varios acidos nucleicos e sequéncias de controle descritos
aqui podem ser unidos juntos para produzir um vetor de expressdo
recombinante que pode incluir um ou mais sitios de restri¢do convenientes
para permitir a inser¢do ou substituigdo da sequéncia de nucleotideo
codificando o polipeptideo em tais sitios. Alternativamente,um
polinucleotideo codificando uma proteina de fusdo pode ser expressado por
inser¢do da sequéncia de nucleotideo ou uma construgdo de proteina de fusdo

compreendendo a sequéncia em um vetor apropriado para expressdo. Ao criar
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o vetor de expressdo, a sequéncia de codificagdo esta localizada no vetor de
modo que a sequéncia de codificacdo é ligada operativamente com as
sequéncias de controle apropriadas para expressdo.

O vetor de expressdo recombinante pode ser qualquer vetor
(por exemplo, um plasmideo ou virus) que pode ser convenientemente
submetido a procedimentos de DNA recombinantes e pode ocasionar a
expressdo da sequéncia de nucleotideo. A escolha do vetor tipicamente ira
depender da compatibilidade do vetor com a célula hospedeira em que o vetor
deve ser introduzido. Os vetores podem ser lineares ou plasmideos circulares
fechados.

O vetor pode ser um vetor autonomamente replicante, isto &,
um vetor que existe como uma entidade extracromossémica, cuja replicagdo é
independente da replicagdo cromossdmica, por exemplo, um plasmideo, um
elemento extracromossémico, um minicromossomo, ou um Cromossomo
artificial. O vetor pode conter qualquer meio para assegurar uma auto-
replicagdo. Alternativamente, o vetor pode ser um que, quando introduzido na
célula hospedeira, é integrado no genoma e replicado junto com o (s)
cromossomo (s) em que ele foi integrado. Além disso, um vetor tinico ou
plasmideo ou dois ou mais vetores ou plasmideos que juntos contém o DNA
total a ser introduzido no genoma da célula hospedeira, ou um transposon
pode ser usado.

Os vetores da presente invengdo preferivelmente contém um
ou mais marcadores selecionaveis que permitem uma selecdo facil de células
transformadas, transfectadas, transduzidas, ou semelhantes. Exemplos de
marcadores selecionaveis de fungo filamentoso, leveduras, bacterianos sdo
descritos aqui.

Um vetor da presente invengdo preferivelmente contém um
elemento(s) que permite a integragdo do vetor no genoma da célula

hospedeira ou replicagdo autdénoma do vetor na célula independente do
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e pAM1 permitindo a replicagdo em Bacillus.

Exemplos de origens de replica¢do para uso em uma célula
hospedeira de levedura s@o a origem de replicagdo de 2 microns, ARSI,
ARS4, a combinagdo de ARS1 e CEN3, e a combina¢do de ARS4 e CENG6.

Exemplos de origens de replicagdo utilizdveis em uma célula
de fungo filamentoso sdo AMA1 e ANS1 (Gems et al., 1991, Gene 98: 61 -
67; Cullen et al., 1987, Nucleic Acids Research 15: 9163 - 9175; WO
00/24883). Isolamento do gene AMAI1 e construgdo de plasmideo ou vetores
compreendendo o gene podem ser alcangados de acordo com os métodos
descritos em WO 00/24883.

Mais do que uma coépia de um polinucleotideo codificando
uma proteina de fusio pode ser inserida em uma célula hospedeira para
aumentar a producdo do produto de gene. Um aumento no numero de cépia
do polinucleotideo pode ser obtido por integragdo de pelo menos uma cépia
adicional da sequéncia no genoma de célula hospedeira ou por inclusdo de um
gene de marcador selecionavel amplificavel com o polinucleotideo onde
cé€lulas contendo cépias amplificadas do gene de marcador selecionavel, e
assim copias adicionais do polinucleotideo, podem ser selecionadas por
cultivo das células na presenga do agente selecionavel apropriado.

Os procedimentos usados para ligar os elementos descritos
acima para construir os vetores de expressdo recombinante da presente
invengdo sdo bem conhecidos do versado na técnica (ver, por exemplo,
Sambrook et al., 1989, supra).

Células hospedeiras

A presente invengdo também refere-se a células hospedeiras de
fungos recombinantes, compreendendo um polinucleotideo codificando uma
proteina de fusdo da presente invengdo, que s@o usados com vantagem na
produgdo recombinante da proteina. Um vetor compreendendo um

polinucleotideo da presente inven¢do € introduzido em uma célula hospedeira







10

15

20

25

82

oviformis. Em outro aspecto o mais preferido, a célula hospedeira de levedura
€ uma célula de Kluyveromyces lactis. Em outro aspecto o mais preferido, a
c€lula hospedeira de levedura é uma célula de Yarrowia lipolytica.

Em outro aspecto mais preferido, a célula hospedeira de fungo
€ uma célula de fungo filamentoso. “Fungos filamentosos” incluem todas as
formas filamentosas da subdivisdo Eumycota e Oomycota (como definido por
Hawksworth et al., 1995, supra). Os fungos filamentosos geralmente sdo
caracterizados por uma parede miceliana composta de quitina, celulose,
glucano, quitosana, manano, e outros polissacarideos complexos. Crescimento
vegetativo é por alongamento das hifas e catabolismo de carbono ¢é
obrigatoriamente aerobico. Em contraste, crescimento vegetativo por
leveduras como Saccharomyces cerevisiae é por forma¢do de broto de um
talo unicelular e catabolismo de carbono pode ser fermentativo.

Em um aspecto mais preferido, a célula hospedeira de fungo
filamentoso € uma célula de Acremonium, Aspergillus, Aureobasidium,
Bjerkandera, Ceriporiopsis, Chrysosporium, Coprinus, Conolus,
Cryptococcus, Fihbasidium, Fusarium, Humicula, Magnaporthe, Mucor,
Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paealomyces, Penicillium,
Phanerochaete, Phtebia, Piromyoes, Pleurotus, Schizophyllum, Talaromyces,
Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, Trametes, ou trichoderma. Em um
aspecto o mais preferido, célula hospedeira de fungo filamentoso € uma célula
de Aspergillus awamori, Aspergillus fumigatus, Aspergillus foetidus,
Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger ou Aspergillus
oryzae. Em outro aspecto o mais preferido, célula hospedeira de fungo
filamentoso ¢ uma célula de Fusarium bactridioides, Fusarium cerealis,
Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium grammearum,
Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium
oxysporum, Fusarium reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium sambuonum,

Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotnchioides, Fusarium sulphureum,
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Fusarium torulosum, Fusarium tnchotheaoides, ou Fusarium venenatum. Em
outro aspecto o mais preferido, a célula hospedeira de fungo filamentoso é
uma célula de Bjerkandera adusta, Cenporiopsis aneirina, Cenporiopsis
aneirina, Cenponopsis caregiea, Cenporiopsis gilvescens, Cenporiopsis
pannoonta, Cenponopsis nvulosa Cenporiopsis subrufa, Cenponopsis
subvermispora, Chrysosporium keratmophilum, Chrysosporium lucknowense,
Chrysosporium troucum, Chrysosponum merdanum, Chrysosporium mops,
Chrysosponum pannicola, Chrysosporium queenslandicum, Chrysosponum
zonatum, Coprinus cinereus, Conolus hirsutus, Humicola insolens, Humicola
lanuginosa, Mucor miehei, Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa,
Pemallium purpurogenum, Phanerochaete chrysosponum, Phlebia radiata,
Pleurotus eryngii, Thielavia terrestris, Trametes villosa, Trametes versicolor,
Trichodenva harzianum, Tnchodenna konmgii, Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma reesei, ou Trichodenva vinde.

As células fungicas podem ser transformadas por um processo
envolvendo a formagdo de protoplastos, transformagdo de protoplastos, e
regeneragdo da parece celular em um modo conhecido. Os procedimentos
apropriados para a transformagdo de células hospedeiras de Aspergillus e
Trichoderma sdo descritos em EP 238 023 e Yelton et al., 1984, Proceedings
of the National Academy of Sciences USA 81: 1470 - 1474. Os métodos
apropriados para transformar a espécie Fusarium sio descritos por Malardier
et al., 1989, Gene 78: 147 - 158, ¢ WO 96/00787. A levedura pode ser
transformada usando os procedimentos descritos por Becker e Guarente, In
Abelson, J. N. e Simon, M. 1., editores, Guide to Yeast Genetics and
Molecular Biology, Methods in Enzymology, volume 194, pp 182 - 187,
Academic Press, Inc., New York; Ito et al., 1983, Journal of Bacteriology
153: 163; e Hinnen et al., 1978, Proceedings of the National Academy of
Sciences USA 75: 1920.

Producio e recuperacgio
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Nos métodos da presente invencgio, a célula hospedeira fingica
€ cultivada em um meio nutriente apropriado para a producdo de um
polipeptideo tendo atividade bioldgica usando métodos bem conhecidos na
arte. Por exemplo, a célula pode ser cultivada por cultivo em frasco de
agitacdo, e fermentagdo em grande escala ou pequena escala (incluindo
fermentagdes em estado continuo, batelada, batelada alimentada, ou sélido)
em laboratério ou fermentadores industriais realizada em um meio apropriado
e sob condi¢des permitindo ao polipeptideo ser expresso e/ou isolado. O
cultivo ocorre em um meio nutriente apropriado compreendendo fontes de
carbono e nitrogénio e sais inorgénicos, usando procedimentos conhecidos na
arte. Os meios apropriados sdo disponiveis de fornecedores comerciais ou
podem ser preparados de acordo com as composi¢des publicadas (por
exemplo, em catalogos do American Type Culture Collection).

Nos métodos da presente inveng¢do, o polipeptideo tendo
atividade bioldgica € selecionado dentre um grupo incluindo uma proteina de
fusdo, componentes da proteina de fusdo e uma combina¢io da proteina de
fusdo e componentes da mesma.

Em um aspecto preferido, o polipeptideo tendo atividade
bioldgica € a proteina de fusio.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo tendo atividade
biolégica ¢ um componente(s) de uma proteina de fusio.

Em outro aspecto preferido, o polipeptideo tendo atividade
bioldgica € uma combinagdo de uma proteina de fusdo e componentes da
mesma.

Os polipeptideos tendo atividade biologica podem detectados
usando métodos conhecidos na técnica que sdo especificos para os
polipeptideos. Estes métodos de detec¢do podem incluir uso de anticorpos
especificos, formagdo de um produto de enzima, ou desaparecimento de um

substrato de enzima. Por exemplo, um teste de enzima pode ser usado para
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determinar a atividade do polipeptideo como descrito aqui, que pode incluir
atividade de endoglucanase e uma atividade bioldgica especifica.

O polipeptideo resultante tendo atividade bioldgica, por
exemplo proteina de fusdo beta-glucosidase ou um componente da mesma,
pode ser recuperado usando métodos conhecidos na arte. Por exemplo, o
polipeptideo pode ser recuperado do meio nutriente por procedimentos
convencionais incluindo, mas nfo limitados a, centrifugacdo, filtragdo,
extragdo, secagem por pulverizagdo, evaporacio, ou precipitac¢io.

Os polipeptideos da presente invengdo podem ser purificados
por uma variedade de procedimentos conhecidos na técnica incluindo, mas
ndo limitados a, cromatografia (por exemplo, troca idnica, afinidade,
hidrofébico, cromatofocalizagdo, e exclusdo por tamanho), procedimentos
eletroforéticos (por exemplo, focalizagdo isoelétrica preparativa), solubilidade
diferencial (por exemplo, precipitagdo por sulfato de amédnio), SDS-PAGE, ou
extragdo (ver, por exemplo, Protein Purification, J. -C, Janson e Lars Ryden,
editores, VCH Publishers, New York, 1989) para obter polipeptideos
substancialmente puros.

Composicoes

A presente invencdo também refere-se as composi¢des
compreendendo um polipeptideo tendo atividade bioldogica da presente
invengdo. Preferivelmente, as composi¢des sdo enriquecidas em tal
polipeptideo. O termo "enriquecido" indica que a atividade de endoglucanase
da composi¢édo foi aumentada, por exemplo, com um fator de enriquecimento
de pelo menos 1.1.

A composi¢do pode compreender um polipeptideo da presente
inven¢do como o componente enzimatico principal, por exemplo, uma
composi¢do mono-componente. Alternativamente, a composi¢do pode
compreender atividades enzimaticas multiplas, como um aminopeptidase,

amilase, carbohidrase, carboxipeptidase, catalase, celulase, quitinase,




10

15

20

25

86

cutinase, ciclodextrina glicosiltransferase, deoxiribonuclease, esterase, alfa-
galactosidase, beta-galactosidase, glucoamilase, alfa-glucosidase, beta-
glucosidase, haloperoxidase, invertase, lacase, lipase, manosidase, oxidase,
enzima pectinolitica, peptidoglutaminase, peroxidase, fitase, polifenoloxidase,
enzima proteolitica, ribonuclease, transglutaminase, ou xilanoase. A(s)
enzima (s) adicional(ais) pode(m) ser produzida(s), por exemplo, por um
microorganismo pertencendo no género Aspergillus, preferivelmente
Aspergillus  aculeatus, Aspergillus awamori, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus
niger, ou Aspergillus oryzae; Fusarium, preferivelmente Fusarium
bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium
culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium graminum, Fusarium
heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium
reticulatum,  Fusarium roseum, Fusarium sambucinum, Fusarium
sarcochroum, Fusarium sulphureum, Fusarium toruloseum, Fusarium
trichothecioides, ou Fusarium venenatum; Humicola, preferivelmente
Humicola insolens ou Humicola lanuginosa; ou Trichoderma,
preferivelmente Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma reesei, ou Trichoderma viride.

As composi¢des de polipeptideo podem ser preparadas de
acordo com os métodos conhecidos na técnica e podem estar na forma de um
liquido ou uma composi¢do em péd. Por exemplo, a composicdo de
polipeptideo pode estar na forma de um granulado ou um microgranulado. O
polipeptideo a ser incluido na composi¢do pode ser estabilizado de acordo
com os métodos conhecidos na arte.

Exemplos sdo dados abaixo de wusos preferidos das
composi¢des de polipeptideo da invengdo. A dosagem da composi¢io de
polipeptideo da inven¢do e outras condi¢des sob as quais a composi¢do é

usada podem ser determinadas com base em métodos conhecidos na arte.
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Usos

A presente inven¢do é também dirigida a métodos para usar as
proteinas de fusdo ou componentes da mesma ou composi¢des da mesma.
Meétodos de processamento de material celuldsico

Os métodos da presente invengdo s3o particularmente
utilizaveis para melhorar a secre¢io de polipeptideos tendo atividade
celulolitica ou hemicelulolitica em quantidades comercialmente importantes,
que podem ser usadas para degradar ou converter material lignoceluldsico.
Estes polipeptideos incluem, mas nfo s3o limitados a endoglucanases,
celobiohidrolases, beta-glucosidases, xilanases, beta-xilosidases,
arabinofuranosidases, acetil xilano I esterases, e esterase de acido ferulicos.
Consequentemente, a presente invengdo também refere-se a métodos para
degradar ou converter um material celulésico, compreendendo: tratar o
material celulésico com uma quantidade eficaz de uma composicio de enzima
celulolitica na presenc¢a de uma quantidade eficaz de uma proteina de fusdo ou
um componente da mesma tendo atividade celulolitica ou hemicelulolitica
obtida de acordo com os presentes métodos. Para fins de ilustragdo, um
polipeptideo tendo atividade beta- glucosidase obtido de acordo com os
métodos da presente invengdo, por exemplo uma proteina de fusio de beta-
glucosidase ou um componente da mesma, € usado para fins ilustrativos.

Biomassa celuldsica pode incluir, mas ndo ¢ limitada a
recursos de madeira, refugo solido municipal, papel usado, colheitas, e
residuos de colheitas (ver, por exemplo, Wiselogel et al., 1995, in Handbook
on Bioethanol (Charles E. Wyman, editor), pp. 105 - 118, Taylor & Francis,
Washington D. C.; Wyman, 1994, Bioresource Technology 50: 3 - 16; Lynd,
1990, Applied Biochemistry and Biotechnology 24/25: 695 - 719; Mosier et
al., 1999, Recent Progress in Bioconversion of Lignocellulosics, in Advances
in Biochemical Engineering/Biotechnology, T. Scheper, editor responsavel,

volume 65, pp. 23 - 40, Springer-Verlag, New York).
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O polissacarideo predominante na parede celular primaria de
biomassa € celulose, o segundo o mais abundante é hemi-celulose, e o terceiro
€ pectina. A parede celular secundaria, produzida depois da célula ter parado
de crescer, também contém polissacarideos e € refor¢ada por lignina
polimérica covalentemente reticulada em hemicelulose. Celulose é um
homopolimero de anidrocelobiose e assim um beta-(1-4)-D-glucano linear,
enquanto hemiceluloses incluem uma variedade de compostos, como xilanos,
xiloglucanos, arabinoxilanos, e mananos em estruturas ramificadas complexas
com um espectro de substituintes. Apesar de geralmente polimorfa, celulose é
encontrada em tecido de planta primariamente como uma matriz cristalina
insoluvel de cadeias glucano paralelas. Hemiceluloses geralmente ligam por
ponte hidrogénio a celulose, assim como a outras hemiceluloses, que ajudam
a estabilizar a matriz da parede celular. Sera entendido aqui que o termo
"material celuldsico" ou "celulose" também engloba lignocelulose.

Nos métodos da presente invengdo, a composi¢do de enzima
celulolitica pode compreender qualquer proteina envolvida no processamento
de material celulésico em glicose, ou hemicelulose em xilose, mannose,
galactose, e arabinose, seus polimeros, ou produtos derivados dos mesmos
como descrito abaixo. A composi¢do de enzima celulolitica pode ser uma
preparacdo de mono-componente, por exemplo uma endoglucanase, uma
preparacdo de maultiplos componentes, por exemplo, endoglucanase,
celobiohidrolase, beta-glucosidase, ou uma combinag¢do de preparagdes de
proteina de multicomponentes e monocomponente. As proteinas celuloliticas
pode ter atividade, isto € hidrolisar celulose, ou na faixa de pH acido, neutro
ou alcalino. A composig¢éo de enzima celulolitica pode ainda compreender um
polipeptideo tendo atividade melhoradora celulolitica de acordo com WO
2005/074647, WO 2005/074656, e pedido publicado US 2007/0077630

A proteina celulolitica pode ser de origem de fungo ou

bacteriana, que pode ser obtenivel ou isolada e purificada de microorganismos
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que sdo conhecidos como capazes de produzir enzimas celuloliticas, por
exemplo espécies de Bacillus, Pseudomonas, Humicola, Coprinus, Thielavia
Fusarium, Myceliophthora, Acremonium, Cephalosporium, Scytalidium,
Penicillium ou Aspergillus (ver, por exemplo, EP 458162), especialmente as
produzidas por uma cepa selecionada dentre Humicola insolens
(reclassificada como Scytalidium thermophilum, ver por exemplo, Patente US
No 4.435.307), Coprinus cinereus, Fusarium oxysporum, Myceliophthora
theimophila, Meripilus giganteus, Thielavia terrestris, Acremonium sp,
Acremonium persicinum, Acremonium acremonium, Acremonium
brachypenium, Acremonium dichromosporum, Acremonium obclavatum,
Acremonium  pinkertoniae, Acremonium  roseogriseum, Acremonium
incoloratum, e Acremonium furatum, preferivelmente de Humicola insolens
DSM 1800, Fusarium oxysporum DSM 2672, Myceliophthora thermophila
CBS 117 65, Cephalosporium sp RYM-202, Acremonium sp CBS 47894,
Acremonium sp CBS 265 95, Acremonium persicinum CBS 169 65,
Acremonium acremonium AHU 9519, Cephalosporium sp CBS 535 71,
Acremonium brachypenium CBS 866 73, Acremonium dichromosporium CBS
683 73, Acremonium obclavatum CBS 311 74, Acremonium pmkertoniae
CBS 157 70, Acremonium roseogriseum CBS 134 56, Acremonium
incoloratum CBS 146 62, e Acremonium furatum CBS 29970H. As proteinas
celuloliticas também podem ser obtidas a vpartir de Trichoderma
(particularmente Trichoderma vinde, Trichoderma reesei, e Trichoderma
koningii), Bacillus alcalofilico (ver, por exemplo, Patente US No 3.844.890 e
EP 458162), e Streptomyces (ver, por exemplo, EP 458162). Os mutantes
quimicamente modificados ou engenheirados em proteinas de proteinas
celuloliticas também podem ser usados.

As proteinas celuloliticas especialmente apropriadas sdo as
celulases descritas em EP 495257, EP 531.372, WO 96/11262, WO
96/29397, WO 98/08940. Outros exemplos sdo variantes de celulase como as
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descritas em WO 94/07998, EP 531.315, Patente US No 4.435.307, Patente
US No 5.457.046, Patente US No 5.648.263, Patente US No 5.686.593,
Patente US No 5.691.178, Patente US No 5.763.254, Patente US No
5.776.757, WO 89/09259, WO 95/24471, WO 98/12307, e PCT/DK98/00299.

Como mencionado acima, as proteinas celuloliticas usadas nos
métodos da presente invengdo podem ser preparagdes de monocomponente,
isto é, um componente essencialmente isento de outro componentes
celuloliticos. O componente tnico pode ser um componente recombinante,
isto €, produzindo por clonagem de uma sequéncia de DNA codificando o
componente Unico e subsequentemente a célula transformada com a sequéncia
de DNA e expressada no hospedeiro (ver, por exemplo, WO 91/17243 ¢ WO
91/17244). O hospedeiro é preferivelmente um hospedeiro heteré6logo
(enzima € estranha para o hospedeiro), mas o hospedeiro pode sob algumas
condigdes também ser um hospedeiro homélogo (enzima é nativa para o
hospedeiro). As proteinas celuloliticas de monocomponente também podem
ser preparadas por purificagdo desta proteina a partir do caldo de fermentagdo.

As proteinas celuloliticas usadas nos métodos da presente
invengdo podem ser produzidas por fermentagio das cepas microbianas acima
notadas em um meio nutriente contendo fontes de carbono e nitrogénio
apropriadas e sais inorganicos, usando procedimentos conhecidos na arte (ver,
por exemplo, Bennett, ] W e LaSure, L (eds ), More Gene Manipulations in
Fungi, Academic Press, CA, 1991). Os meios apropriados sdo disponiveis de
fornecedores comerciais ou podem ser preparados de acordo com
composi¢Bes publicadas (por exemplo, nos catilogos do American Type
Culture Collection). As faixas de temperatura e outras condig¢ées apropriadas
para crescimento e produgdo de proteinas celuloliticas sdo bem conhecidas na
arte (ver, por exemplo, Bailey, J E, e Ollis, D F, Biochemical Engineeririg
Fundamentals, McGraw-Hill Book Company, NY, 1986).

A fermentagdo pode ser qualquer método de cultivo de uma
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célula resultante na expressdo ou isolamento de uma proteina celulolitica. A
fermentagdo porem, assim, ser entendida como compreendendo cultivo em
frasco de agitagdo, e fermentacdo em grande escala ou pequena escala
(incluindo fermentagSes em continuo, batelada, batelada alimentada, ou
estado s6lido) em laboratério ou fermentadores industriais realizada em um
meio apropriado e sob condi¢des permitindo a proteina celulolitica ser
expressada e/ou isolada. As proteinas celuloliticas resultantes produzidas
pelos métodos descritos acima podem ser recuperadas do meio de
fermentagdo e purificadas por procedimentos convencionais como aqui
descrito.

Os exemplos de preparagdes de enzima celulolitica comerciais
apropriados para uso na presente inven¢do incluem, por exemplo,,
CELLUCLAST™ (disponivel de Novozymes A/S) e NOVOZYM™ 188
(disponivel de Novozymes A/S). Outras prepara¢des comercialmente
disponiveis compreendendo celulase que podem ser usadas incluem
CELLUZYME™, CEREFLO™ e ULTRAFLO™ (Novozymes A/S),
LAMINEX™ e SPEZYME™ CP (Genencor Int. ), ROHAMENT™ 7069 W
(Rohm GmbH), e FIBREZYME® LDI, FIBREZYME® LBR, ou
VISCOSTAR® 150L (Dyadic International, Inc, Jupiter, FL, USA) As
enzimas celulase sdo adicionadas em quantidades eficazs de cerca de 0,001%
a cerca de 5,0 % em peso de sélidos, mais preferivelmente de cerca de
0,025% a cerca de 4,0% em peso de solidos, e o mais preferivelmente de
cerca de 0,005% a cerca de 2,0% em peso de solidos.

As proteinas celuloliticas resultantes ou proteinas de beta-
glucosidase produzidas pelos métodos acima mencionados podem ser
recuperadas do meio de fermentagdo por procedimentos convencionais
incluindo, mas ndo limitados a centrifugagdo, filtragdo, secagem por
pulveriza¢do, evaporagdo ou precipitagdo. A proteina recuperada pode ser

ainda purificada por varios procedimentos de cromatografia, por exemplo
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cromatografia de troca idnica, cromatografia de filtragdo de gel,
cromatografia de afinidade, ou outros.

A atividade da enzima celulolitica pode ser determinada
usando qualquer método bem conhecido na arte.

Os exemplos de preparagdes celuloliticas apropriados para uso
na presente inven¢fo incluem, por exemplo, CELLUCLAST™ (disponivel de
Novozymes A/S) e NOVOZYM™ 188 (disponivel de Novozymes A/S).
Outras preparagdes comercialmente disponiveis compreendendo celulase que
podem ser usadas incluem CELLUZYMET™, CEREFLO™ e ULTRAFLO™
(Novozymes A/S), LAMINEX™ e SPEZYME™ CP (Genencor Int ), €
ROHAMENT™ 7069 W (Rohm GmbH). As enzimas celulase s30
adicionadas em quantidades eficazs de cerca de 0,001% a cerca de 5,0 %o em
peso de solidos, mais preferivelmente de cerca de 0,025% a cerca de 4,0% em
peso de solidos, e o mais preferivelmente de cerca de 0,005% a cerca de 2,
0% em peso de solidos.

Como acima mencionado, as proteinas celuloliticas usadas nos
métodos da presente invengdo podem ser preparacdes de monocomponente,
isto é, um componente essencialmente isento de outro componentes
celuloliticos. O componente Unico pode ser um componente recombinante,
isto é, produzindo por clonagem de uma sequéncia de DNA codificando O
componente Gnico e subsequentemente a célula transformada com a sequéncia
de DNA e expressada no hospedeiro (ver, por exemplo, WO 91/17243 e WO
91/17244). Outros exemplos proteinas celuloliticas mono componente
incluem, mas nio limitados aos descritos em JP-07203960-A ¢ W0-9206209.
O hospedeiro ¢ preferivelmente um hospedeiro heterélogo (enzima € estranha
para o hospedeiro), mas o hospedeiro pode sob algumas condi¢des também
ser um hospedeiro homologo (enzima € nativa para o hospedeiro). As
proteinas celuloliticas de monocomponente também podem ser preparadas por

purifica¢do desta proteina a partir do caldo de fermentagéo.
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Os exemplos de proteinas celuloliticas de monocomponente
utilizaveis na pratica dos métodos da presente inven¢do incluem, mas ndo sédo
limitados a, endoglucanase, celobiohidrolase, e outras enzimas utilizaveis na
degradacdo de biomassa celuldsica.

O termo "endoglucanase" ja foi definido aqui. O termo
"celobiohidrolase” é definidlo aqui como uma 1,4-beta-D-glucano
celobiohidrolase (E.C. 32 1 91), que catalisa a hidrolise de 1,4-beta-D-
ligagdes glucosidicas, celooligosacarideos, ou qualquer polimero contendo
beta-1,4 ligada glicose, liberando celobiose a partir das extremidades
redutoras ou ndo redutoras da cadeia. Para fins da presente invengdo, a
atividade de celobiohidrolase pode ser determinada de acordo com os
procedimentos descrito por Lever et al, 1972, Anal Biochem 47 273-279 e por
van Tilbeurgh et al, 1982, FEBS Letters 149 152-156, van Tilbeurgh e
Claeyssens, 1985 FEBS Letters 187 283-288. Na presente invengido, o método
de Lever et al foi empregado para avaliar a hidrélise de celulose em forragem
de milho.

Os polipeptideos da presente inven¢do sdo usado em conjunto
com proteinas celuloliticas para degradar o componente celuldésico do
substrato da biomassa, (ver, por exemplo, Brigham et al, 1995, em Handbook
on Bioethanol (Charles E Wyman, editor), pp 119-141, Taylor & Francis,
Washington D C, Lee, 1997, Journal of Biotechnology 56 1-24).

As quantidades 6timas de um polipeptideo tendo atividade de
beta- glucosidase e outras proteinas celuloliticas dependem de varios fatores
incluindo, mas ndo limitados a mistura de proteinas de componentes
celuloliticos, o substrato celuldsico, a concentragdo de substrato celuldsico, o
pré-tratamento (s) do substrato celuldsico, temperatura, tempo, pH, e inclusdo
de organismo de fermentagdo (por exemplo, levedura para sacarificagdo e
fermentagdo simultaneas). O termo "proteina celuloliticas" ¢ definido aqui

como as proteinas ou misturas de proteinas mostradas como sendo capazes de
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hidrolisar ou converter ou degradar celulose sob as condigdes testadas. Suas
quantidades sdo geralmente medidas por um teste comum como BCA (4cido
bicinconinico, P. K. Smith ef al, 1985, Anal Biochem 150 76), e a quantidade
preferida adicionada em propor¢do a quantidade de biomassa sendo
hidrolisada.

Em um aspecto preferido, a quantidade de polipeptideo tendo
atividade beta-glucosidase por g de material celuldsico é cerca de 0,01 a cerca
de 2,0 mg, preferivelmente cerca de 0,025 a cerca de 1,5 mg, mais
preferivelmente cerca de 0, 05 a cerca de 1,25 mg, mais preferivelmente cerca
de 0,075 a cerca de 1,25 mg, mais preferivelmente cerca de 0,1 a cerca de
1,25 mg, ainda mais preferivelmente cerca de 0,15 a cerca de 1,25 mg, e o
mais preferivelmente cerca de 0,25 a cerca de 1,0 mg por g de material
celulosico.

Em outro aspecto preferido, a quantidade de proteinas
celuloliticas por g de material celuldsico é cerca de 0,5 a cerca de 50 mg,
preferivelmente cerca de 0,5 a cerca de 40 mg, mais preferivelmente cerca de
0,5 a cerca de 25 mg, mais preferivelmente cerca de 0,75 a cerca de 20 mg,
mais preferivelmente cerca de 0,75 a cerca de 15 mg, ainda mais
preferivelmente cerca de 0,5 a cerca de 10 mg, e o mais preferivelmente cerca
de 2,5 a cerca de 10 mg por g de material celuldsico.

Os métodos da presente invengdo podem ser usados para
degradar ou converter um material celulésico, por exemplo lignocelulose, em
muitas substancias utilizaveis, por exemplo, produtos quimicos e
combustiveis. Além disso, para etanol, algumas mercadorias e especialmente
produtos quimicos especiais que podem ser produzidos a partir de celulose
incluem xilose, acetona, acetato, glicina, lisina, acidos organicos (por
exemplo, acido lactico), 1,3-propanodiol, butanodiol, glicerol, etileno glicol,
furfural, polihidroxialcanoatos, e acido cis,cis-mucénico, (Lynd, L. R,

Wyman, C. E., e Gerngross, T. U., 1999, Biocommodity Engineering,
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Biotechnol, Prog., 15: 777 - 793; Philippidis, G. P., 1996, Cellulose
bioconversion technology, in Handbook on Bioethanol: Production and
Utilization, Wyman, C. E., ed., Taylor & Francis, Washington, DC, 179 - 212,
e Ryu, D. D. Y., e Mandels, M., 1980, Cellulases: biosynthesis and
applications, Enz. Microb. Technol., 2: 91 - 102). Beneficios de coprodugio
potenciais se estendem além da sintese de produtos orginicos multiplos de
carboidrato fermentavel. Residuos ricos em lignina restantes apds
processamento biolégico podem ser convertidos em produtos quimicos
derivados de lignina, ou usados para a produc¢io de energia.

Meétodos convencionais usados para processar o material
celulésico de acordo com os métodos da presente invencdo sdo bem
entendidos pelo versado na técnica. Os métodos da presente inven¢do podem
ser implementados usando qualquer aparelho de processamento de biomassa
convencional configurado para operar de acordo com a invengio.

Este aparelho pode incluir um reator agitado de batelada, um
reator agitado de fluxo continuo com ultrafiltra¢do, um reator de coluna de
fluxo tampdo continuo (Fernanda de Castilhos Corazza, Flavio Faria de
Moraes, Gisella Maria Zanin e Ivo Neitzel, 2003, Optimal control in fed-batch
reactor for the celobiose hidrolysis, Acta Scientiarum Technology 25(1) 33-
38, Gusakov, A. V., e Sinitsyn, A. P., 1985, Kinetics of the enzymatic
hydrolysis of cellulose: 1. A mathematical model for a batch reactor process,
Enz. Microb. Technol. 7: 346 - 352), um reator por atrito (Ryu, S. K., e Lee, J.
M., 1983, Biconversion of waste cellulose by using an attrition bioreactor,
Biotechnol. Bioeng. 25: 53 - 65), ou um reator com agitagdo intensiva
induzida por um campo eletromagnético (Gusakov, A. V., Sinitsyn, A. P.,
Davydkin, 1. Y., Davydkin, V. Y., Protas, O. V., 1996, Enhancement of
enzymatic cellulose hydrolysis using a novel type of bioreactor with intensive
stirring induced by electromagnetic field, Appl. Biochem. Biotechnol. 56: 141
- 153).
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componentes ou uma combina¢io de preparagdes de proteina multi-
componentes € mono-componente. Alternativamente, uma célula hospedeira
pode ser usada como uma fonte de tal polipeptideo em um processo de
fermentac¢do com a biomassa. A célula hospedeira também pode conter genes
heterélogos ou nativos que codificam proteina celulolitica, assim como outras
enzimas utilizaveis no processamento de biomassa.

A presente invencdo ainda refere-se a métodos para produzir
uma substincia orgénica, compreendendo: (a) sacarificar um material
celulésico com uma quantidade eficaz de uma composi¢io de enzima
celulolitica na presenga de uma quantidade eficaz de uma proteina de fusdo ou
componente da mesma tendo atividade celulolitica ou atividade hemi-
celulolitica obtida de acordo com os presentes métodos, (b) fermentar o
material celulésico sacarificado de etapa (a) com um ou mais
microorganismos de fermentacdo; e (c) recuperar a substincia orginica da
fermentag¢do. Como indicado acima, para fins de ilustragdo, um polipeptideo
tendo atividade beta-glucosidase obtido de acordo com os métodos da
presente invengdo, por exemplo proteina de fusdo de beta-glucosidase ou um
componente da mesma, ¢ usado para fins ilustrativos. O polipeptideo tendo
atividade beta-glucosidase pode estar na forma de um caldo de fermentagdo
bruto com ou sem as células ou na forma de uma preparag¢io de enzima semi-
purificada ou purificada. A proteina beta-glucosidase pode ser uma
preparacdo mono-componente, uma preparagdo de proteina multi-
componentes ou uma combinagdo de preparagdes multi-componentes € mono-
componente.

A substancia pode ser qualquer substincia derivada da
fermentacdo. Em um aspecto preferido, a substidncia é um alcool. Deve-se
entender que o termo "alcool" engloba uma substincia que contém uma ou
mais porgdes de hidroxila. Em um aspecto mais preferido, o alcool é

arabinitol. Em outro aspecto mais preferido, o alcool € butanol. Em outro
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aspecto mais preferido, o alcool € etanol. Em outro aspecto mais preferido, o
alcool € glicerol. Em outro aspecto mais preferido, o 4lcool é metanol. Em
outro aspecto mais preferido, o alcool ¢ 1,3-propanodiol. Em outro aspecto
mais preferido, o 4lcool é sorbitol. Em outro aspecto mais preferido, o 4lcool
¢ xilitol. Ver, por exemplo, Gong, C. S., Cao, N, J., Du, J., e Tsao, G, T.,
1999, Ethanol production from renewable resources, in Advances in
Biochemical Engineering/Biotechnology, Scheper, T., ed., Springer-Verlag
Berlin Heideiberg, Alemanha, 65: 207 - 241; Silveira, M. M., e Jonas, R.,
2002, The biotechnological production of sorbitol, Appl. Microbiol.
Biotechnol. 59: 400 - 408; Nigam, P., e Singh, D., 1995, Processes for
fermentative production of xylitol - a sugar substitute, Process Biochemistry
30 (2): 117 - 124; Ezeji, T. C., Qureshi, N. e Blaschek, H. P., 2003,
Production of acetone, butanol and ethanol by Clostridium beijerinckii BA101
and in situ recovery by gas stripping, World Journal of Microbiology and
Biotechnology 19 (6): 595 - 603.

Em outro aspecto preferido, a substancia € um acido organico.
Em outro aspecto mais preferido, o acido organico € acido acético. Em outro
aspecto mais preferido, o acido orgénico € acido aceténico. Em outro aspecto
mais preferido, o acido orgénico é 4cido adipico. Em outro aspecto mais
preferido, o 4acido organico é acido ascérbico. Em outro aspecto mais
preferido, o 4cido orgénico € acido citrico. Em outro aspecto mais preferido, o
acido organico ¢ 4cido 2,5-diceto-D-glucdnico. Em outro aspecto mais
preferido, o 4cido organico ¢ acido formico. Em outro aspecto mais preferido,
o 4acido orgénico € 4cido fumarico. Em outro aspecto mais preferido, o acido
orgénico € acido glucérico. Em outro aspecto mais preferido, o 4cido organico
¢ acido glucénico. Em outro aspecto mais preferido, o acido organico é acido
glucurénico. Em outro aspecto mais preferido, o acido organico é acido
glutarico. Em outro aspecto preferido, o é&cido orgénico é 4cido 3-

hidroxipropidnico. Em outro aspecto mais preferido, o 4dcido orgénico é acido
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itaconico. Em outro aspecto mais preferido, o 4cido orgénico ¢ 4cido lactico.
Em outro aspecto mais preferido, o acido orgénico € acido malico. Em outro
aspecto mais preferido, o acido organico é acido malonico. Em outro aspecto
mais preferido, o acido orgénico é acido oxalico. Em outro aspecto mais
5  preferido, o &acido orginico é acido propidonico. Em outro aspecto mais
preferido, o 4acido orgénico é acido succinico. Em outro aspecto mais

preferido, o acido orgénico é acido xil6énico. Ver, por exemplo, Chen, R., e

Lee, Y. Y., 1997, Membrane-mediated extractive fermentation for lactic acid

production from cellulosic biomass, Appl. Biochem, Biotechnol. 63-65: 435 -
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Technology 38 (6-7): 41 - 47; e Gunaseelan V. N. in Biomass and Bioenergy,
vol. 13 (1-2), pp. 83 - 114, 1997, Anaerobic digestion of biomass for methane
production: A review.

Producdo de uma substincia a partir de material celuldsico
tipicamente requer quatro etapas principais. Estas quatro etapas sdo pré-
tratamento, hidrolise enzimadtica, fermentacdo, e recuperagdo. Exemplificado
abaixo ¢ um processo para produzir etanol, mas deve-se entender que
processos similares podem ser usados para produzir outras substincias, por
exemplo, as substancias descritas acima.

Pré-tratamento. No pré-tratamento ou etapa de pré-hidrélise, o

material celulésico € aquecido para romper a lignina e estrutura de
carboidrato, solubilizar a maior parte da hemicelulose, e tornar a fracdo de
celulose accessivel para enzimas celuloliticas. O aquecimento € realizado ou
diretamente com vapor ou em suspensdo onde um catalisador também pode
ser adicionado no material para acelerar as rea¢des. Os catalisadores incluem
acidos fortes, como acido sulfurico e SO,, ou alcalino, como hidroxido de
sodio. O propésito do estagio de pré-tratamento € para facilitar a penetra¢do
das enzimas e microorganismos. A biomassa celuldsica também pode ser
submetida a um pré-tratamento de exploso a vapor hidrotérmico (ver pedido
de patente 20020164730). No entanto, entende-se que na pratica dos métodos
da presente invengdo, qualquer pré-tratamento pode ser usado empregando
pré-tratamento térmico, quimico e/ou mecénico.

Sacarificagdo. Na etapa de hidrédlise enzimatica, também

conhecida como sacarificagio, as enzimas como descrito aqui sdo adicionadas
no material prétratado para converter a fragcdo de celulose para glicose e/ou
outros agucares. A sacarificagdo geralmente é realizada em reatores de
tanques agitados ou fermentadores sob condigdes controladas de pH,
temperatura, e mistura. Uma etapa de sacarificacdo pode durar 200 horas. A

sacarificagdo pode ser realizada em temperaturas de cerca de 30 °C a cerca de
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65 °C, em particular, em torno de 50 °C, e a um pH na faixa entre cerca de 4 a
cerca de 5, especialmente em torno de pH 4,5. Para produzir glicose que pode
ser metabolizada por levedura, a hidrolise € tipicamente realizada na presenga
de uma beta-glucosidase.

Fermentacdo. Na etapa de fermentagio, acticares, liberados do

material celulésico como um resultado das etapas de hidrélise enzimatica €
pré-tratamento, sdo fermentados em etanol por um organismo de fermentagéo,
como levedura. A fermentagio também pode ser realizada simultaneamente
com a hidrélise enzimatica no mesmo vaso, novamente sob condi¢gdes
controladas de pH, temperatura, e mistura. Quando a sacarificagdo e
fermentagdo sdo realizadas simultaneamente no mesmo vaso, O processo
geralmente ¢ chamado sacarifica¢do e fermenta¢do simultaneas ou SSF.

Qualquer material celulésico ou matéria prima apropriado
pode ser usado em etapa de fermentagdo na pratica da presente invengdo. O
material geralmente ¢ selecionado com base no produto de fermentagéo
desejado, isto €, a substdncia a ser obtida da fermentag¢do, e o processo
empregado, como ¢é bem conhecido na arte. Exemplos de substratos
apropriados para usar nos métodos da presente inven¢do incluem materiais
contendo celulose, como residuos de madeira ou planta ou aglcares de baixo
peso molecular DP1-3 obtidos a partir de material celuldsico processado que
pode ser metabolizado pelo microorganismo de fermentagdo, € que pode ser
fornecido por adigdo direta ao meio de fermentacio.

O termo "meio de fermenta¢do" sera entendido como fazendo
referéncia a um meio antes do(s) microorganismo (s) de fermentagdo ser
adicionado(s), como, um meio resultante de um processo de sacarifica¢io,
assim como um meio usado em um processo de sacarificagdo e fermentacdo
simultaneas (SSF).

"Microorganismo de fermentagdo" refere-se a qualquer

microorganismo apropriado para uso em um processo de fermentacdo
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desejado. Os microorganismos de fermentagdo apropriados de acordo com a
invengdo sdo capazes de fermentar, isto €, converter, agicares, como glicose,
xilose, arabinose, manose, galactose, ou oligossacarideos diretamente ou
indiretamente no produto de fermentacdo desejado. Exemplos de
microorganismos de fermenta¢do incluem organismos de fungos, como
leveduras. As leveduras preferidas incluem cepas de Saccharomyces spp., €
em particular, Saccharomyces cerevisiae. A levedura comercialmente
disponivel inclui, por exemplo, Red Star®/™/Lesaffre Ethanol Red
(disponivel de Red Star/Lesaffre, USA) FALI (disponivel de Fleischmann's
Yeast, uma divisio de Burns Philp Food Inc., USA), SUPERSTART
(disponivel de Alltech), GERT STRAND (disponivel de Gert Strand AB,
Suécia) e FERMIOL (disponivel de DSM Specialties).

Em um aspecto preferido, a levedura é Saccharomyces spp.
Em um aspecto mais preferido, a levedura é Saccharomyces cerevisiae. Em
outro aspecto mais preferido, a levedura é Saccharomyces distaticus. Em
outro aspecto mais preferido, a levedura é Saccharomyces uvarium. Em outro
aspecto preferido, a levedura é Kluyveromyces. Em outro aspecto mais
preferido, a levedura é Kluyveromyces marxianus. Em outro aspecto mais
preferido, a levedura é Kluyveromyces fragilis. Em outro aspecto preferido, a
levedura é Candida. Em outro aspecto mais preferido, a levedura é Candida
pseudotropicalis. Em outro aspecto mais preferido, a levedura é Candida
brassicae. Em outro aspecto preferido, a levedura é uma Clavispora. Em
outro aspecto mais preferido, a levedura é Clavispora lusitaniae. Em outro
aspecto mais preferido, a levedura € Clavispora opuntiae. Em outro aspecto
preferido, a levedura € Pachysolen. Em outro aspecto mais preferido, a
levedura € Pachysolen tannophilus. Em outro aspecto preferido, a levedura é
Bretannomyces. Em outro aspecto mais preferido, a levedura ¢é
Bretannomyces clausenii (Philippidis, G. P., 1996, Cellulose bioconversion

technology, in Handbook on Bioethanol: Production and Utilization, Wyman,
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C. E., ed., Taylor & Francis, Washington, DC, 179 - 212).

Bactérias que podem eficientemente fermentar glicose em
etanol incluem, por exemplo, Zymomonas mobilis e Clostridium
thermocellum (Philippidis, 1996, supra).

E bem conhecido na técnica que os organismos descritos
acima também podem ser usados para produzir outras substincias, como
descrito aqui.

A clonagem de genes heterdlogos em Saccharomyces
cerevisiae (Chen, Z., Ho, N. W. Y., 1993, Cloning and improving the
expression of Pichia stipitis xylose reductase gene in Saccharomyces
cerevisiae, Appl. Biochem. Biotechnol. 39 - 40: 135 - 147; Ho, N. W. Y.,
Chen, Z, Brainard, A. P., 1998, Genetically engineering Saccharomyces yeast
capable of effectively cofermenting glicose and xylose, Appl. Environ.
Microbiol. 64: 1852 - 1859), ou em bactérias como Escherichia coli (Beall, D.
S., Qhta, K., Ingram, L. O., 1991, Parametric studies of ethanol production
from xylose and other sugars by recombinant Escherichia coli, Biotech.
Bioeng, 38: 296 - 303), Klebsiella oxytoca (Ingram, L. O., Gomes, P. F., Lai,
X., Moniruzzaman, M., Wood, B. E., Yomano, L. P., York, S. W., 1998,
Metabolic engineering of bacteria for ethanol production, Biotechnol. Bioeng.
58: 204 - 214), e Zymomonas mobilis (Zhang, M., Eddy, C., Deanda, K.,
Finkelstein, M., e Picataggio, S., 1995, Metabolic engineering of a pentose
metabolism pathway in ethanologenic Zymomonas mobitis, Science 267: 240 -
243; Deanda, K., Zhang, M., Eddy, C., e Picataggio, S., 1996, Development
of an arabinose-fermenting Zymomonas mobilis strain by metabolic pathway
engineering, Appl. Environ. Microbiol, 62: 4465 - 4470) tém levado a
constru¢do de organismos capazes de converter hexoses e pentoses em etanol
(cofermentagdo).

Levedura ou outro microorganismo tipicamente é adicionado a

celulose ou hidrolisado degradado e a fermentagfo prossegue durante cerca de
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24 a cerca de 96 horas, como cerca de 35 e a cerca de 60 horas. A temperatura
esta tipicamente entre cerca de 26 °C a cerca de 40 °C, em particular de cerca
de 32 °C, a cerca de pH 3 a cerca de pH 6, em particular em torno de pH 4-5.

Em aspecto preferido, levedura ou outro microorganismo €
aplicado na celulose degradada ou hidrolisado e a fermentacdo é realizada
durante cerca de 24 a cerca de 96 horas, como tipicamente 35-60 horas. Em
um aspecto preferido, a temperatura geralmente é entre cerca de 26 a cerca de
40 °C, em particular de cerca de 32 °C, e o pH geralmente é de cerca de pH 3
a cerca de pH 6, preferivelmente em torno de pH 4-5. Levedura ou outro
microorganismo ¢é preferivelmente aplicado em quantidades de
aproximadamente 10° a 10'%, preferivelmente de aproximadamente 107 a 10'°,
especialmente aproximadamente 5x10’ contagem viavel por ml de caldo de
fermentagdo. Durante uma fase de produgdo de etanol, a contagem de célula
de levedura deve preferivelmente estar na faixa de aproximadamente 10’ a
10'°, especialmente em torno de aproximadamente 2 x 10°. Qutra diretriz com
relagdo ao uso de levedura para fermentagdo pode ser encontrada em, por
exemplo, "The Alcohol Textbook" (Editores K. Jacques, T. P. Lyons e D. R.
Kelsall, Nottingham University Press, Reino Unido 1999), que € incorporado
aqui por referéncia.

O processo na técnica mais amplamente usado € o processo de
sacarificagdo e fermentagdo simultidneas (SSF) onde nio se tem um estagio de
manuten¢do para a sacarificacgdo, significando que a levedura e a enzima sio
adicionadas juntas.

Para a producdo de etanol, apds a fermentagio, a massa é
destilada para extrair o etanol. O etanol obtido de acordo com o processo da
inven¢do pode ser usado como, por exemplo, etanol combustivel; etanol para
bebidas, isto é, alcool neutro potavel, ou etanol industrial.

Um estimulador de fermentagdo pode ser usado em

combinag¢do com qualquer um dos processos enzimaticos descritos aqui para
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ainda melhorar o processo de fermentagio, e em particular, o desempenho do
microorganismo de fermentagdo, como, melhora da taxa e rendimento de
etanol. Um "estimulador de fermentag@o" refere-se a estimuladores para
crescimento dos microorganismos de fermentagdo, em particular, levedura.
Estimuladores de fermentag&o preferidos para crescimento incluem vitaminas
e minerais. Exemplos de vitaminas incluem multivitaminas, biotina,
pantotenato, acido nicotinico, meso-inositol, tiamina, piridoxina, 4cido para-
aminobenzdico, acido fdlico, riboflavina, e vitaminas A, B, C, D, e E. Ver,
por exemplo, Alfenore et al., Improving ethanol production and viability of
Saccharomyces cerevisiae by a vitamin feeding strategy during fed-batch
process, Springer-Verlag (2002), que é incorporado aqui por referéncia.
Exemplos de minerais incluem minerais e sais minerais que podem suprir
nutrientes compreendendo P, K, Mg, S, Ca, Fe, Zn, Mn, e Cu.

Recuperagdo. O 4lcool é separado do material celuldsico

fermentado e purificado por métodos convencionais de destilacdo. Etanol com
uma pureza de até cerca de 96% em volume de etanol pode ser obtido, que
pode ser usado como, por exemplo, etanol combustivel, etanol para bebidas,
isto &, 4lcool neutro potavel, ou etanol industrial.

Para outras substéancias, qualquer método conhecido na técnica
pode ser usado incluindo, mas ndo limitado a, cromatografia (por exemplo,
troca idnica, afinidade, hidrofébico, cromatofocalizagdo, e exclusdo por
tamanho), procedimentos eletroforéticos (por exemplo, focalizacdo isoelétrica
preparativa), solubilidade diferencial (por exemplo, precipitagio com sulfato
de amoénio), SDS-PAGE, destilagdo, ou extragio.

Nos métodos da presente invengdo, além de beta-glucosidase,
a preparacdo de enzima celulolitica e polipeptideo(s) melhorador(es)
celulolitico(s) podem ser suplementados por uma ou mais atividades de
enzima adicionais para melhorar a degradagdo do material celuldsico. As

enzimas adicionais preferidas s@o hemicelulases, esterases (por exemplo,
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lipases, fosfolipases, e/ou cutinases), proteases, lacases, peroxidases, ou
misturas das mesmas.

Nos métodos da presente invengdo, a (s) enzima (s) adicional
(ais) pode (m) ser adicionada (s) antes ou durante a fermentac¢do, incluindo
durante ou ap6s a propagagdo do (s) microorganismo (s) de fermentagio.

As enzimas referidas aqui podem ser derivadas ou obtidas de
qualquer origem apropriada, incluindo, origem de bactérias, fungos, leveduras
ou mamiferos. O termo "obtido" significa aqui que a enzima pode ter sido
isolada de um organismo que naturalmente produz a enzima como uma
enzima nativa. O termo "obtido" também significa aqui que a enzima pode ter
sido produzida recombinantemente em um organismo hospedeiro, em que a
enzima recombinantemente produzida é ou nativa ou estranha para o
organismo hospedeiro ou tem uma sequéncia de aminoacido modificada, por
exemplo, tendo um ou mais aminoacidos que sdo deletados, inseridos e/ou
substituidos, isto é, uma enzima recombinantemente produzida que é um
mutante e/ou um fragmento de uma sequéncia de aminoacido nativa ou uma
enzima produzida por processos de embaralhamento de acido nucléico
conhecidos na arte. Estdo englobadas dentro do significado de uma enzima
nativa as variantes naturais e dentro do significado de uma enzima estranha as
variantes recombinantemente obtidas, como por mutagénese sitio-dirigido ou
embaralhamento.

As enzimas também podem ser purificadas. O termo
"purificado" como usado aqui cobre as enzimas livres de outros componentes
do organismo das quais ele é derivado. O termo "purificado" também cobre as
enzimas livres de componentes do organismo nativo a partir das quais ele é
obtido. As enzimas podem ser purificadas, com somente quantidades menores
de outras proteinas estando presentes. A expressdo "outras proteinas” refere-
se em particular a outras enzimas. O termo "purificado" como usado aqui

também refere-se a remogao de outros componentes, particularmente outras
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proteinas € o mais particularmente outras enzimas presentes na célula de
origem da enzima da inveng@o. A enzima pode ser "substancialmente pura,"
isto €, livre de outros componentes do organismo em que é produzida, isto é,
por exemplo, um organismo hospedeiro para enzimas recombinantemente
produzidas.

As enzimas usadas na presente invengdo podem estar em
qualquer forma apropriada para uso nos processos descritos aqui, como, por
exemplo, um caldo de fermentag¢do bruto com ou sem células, um p6 seco ou
granulado, um granulado ndo pulverulento, um liquido, um liquido
estabilizado, ou uma enzima protegida. Granulados podem ser produzidos,
por exemplo, como descrito na patente U.S. 4.106.991 e 4.661.452, e
opcionalmente podem ser revestidos por processos conhecidos na arte.
Preparagdes de enzima liquida podem, por exemplo, ser estabilizadas por
adicdo de estabilizadores como um agtcar, um alcool de agtcar ou outro
poliol, e/ou 4cido lactico ou outro acido orgénico de acordo com o processo
estabelecido. As enzimas protegidas podem ser preparadas de acordo com o
processo descrito em EP 238.216.

Composicoes detergentes

Os métodos da presente invengdo sdo particularmente
utilizdveis para melhorar a secrecdo de polipeptideos em quantidades
comercialmente importantes para uso em composi¢des detergentes. Estes
polipeptideos incluem, mas nfo sdo limitados a proteases, enzimas
celuloliticas, amilases e peroxidases, ou qualquer outra enzima ou proteina
biologica utilizavel para a industria de detergentes.

A composi¢do detergente da presente invenc¢do pode ser por
exemplo, formulada como uma composi¢do detergente para lavagem manual
ou em maquina, incluindo uma composi¢do aditiva para lavagem de roupas,
apropriada para pré-tratamento de tecidos manchados e uma composi¢do

amaciante de tecido adicionada no enxagiie, ou formulada como uma
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composi¢do detergente para uso em operagdes de limpeza de superficies duras
domésticas em geral ou formuladas para operagdes de lavagem de louga
manual ou em maquina.

Em um aspecto especifico, a presente inven¢do prové um
aditivo detergente compreendendo um polipeptideo tendo atividade bioldgica,
(por exemplo, proteina de fusdo, um componente da mesma, ou combinagdes)
obtidos de acordo com a presente invengdo. O aditivo detergente assim como
a composicdo detergente podem compreender uma ou mais de outras enzimas
como uma protease, lipase, cutinase, uma amilase, carbohidrase celulase,
pectinase, mannanase, arabinase, galactanase, xilanase, oxidase, por exemplo,
uma laccase, e/ou peroxidase.

Em geral, as propriedades dos componentes enziméaticos
devem ser compativeis com o detergente selecionado (isto ¢, 6timo pH,
compatibilidade com outros ingredientes enzimaticos e nio enzimaticos, etc),
e os componentes enzimaticos devem estar presentes em quantidades eficazs.

Proteases - As proteases apropriadas incluem as de origem
animal, vegetal ou microbiana. A origem microbiana é preferida. Os mutantes
engenheirados por proteinas ou quimicamente modificados sdo incluidos. A
protease pode ser serina protease, ou uma metalo protease, preferivelmente
uma protease microbiana alcalina ou protease de tipo tripsina. Os exemplos de
proteases alcalinas sdo as subtilisinas, especialmente as derivadas de Bacillus,
por exemplo, subtilisina Novo, subtilisina Carlsberg, subtilisina 309,
subtilisina 147 e subtilisina 168 (descritas em WO 89/06279). Exemplos de
proteases de tipo tripsina so tripsina (por exemplo, de origem de porcinos ou
bovinos) e a protease de Fusarim, como descrito em WO 89/06270 e WO
94/25583.

Exemplos de proteases uteis sdo as variantes, como descrito
em WO 92/19729, WO35 98/20115, WO 98/20116, ¢ WO 98/34946,

especialmente as variantes com substitui¢des em uma ou mais das seguintes
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posig¢des 27, 36, 57, 76, 87, 97, 101, 104, 120, 123, 167, 170, 194, 206, 218,
222,224,235 e 274.

As enzimas de protease comercialmente disponiveis preferidas
incluem ALCALASE™, SAVINASE™, PRIMASE™, DURALASE™,
ESPERASE™, e KANNASE™ (NOVOZYMES A/S), MAXATASE™,
MAXACAL™, MAXAPEM™, PROPERASE™, PURAFECT™,
PURAFECT OXP™, FN2™_ e FN3™ (Genencor International Inc ).

Lipases. As lipases apropriadas incluem as de origem
bacteriana ou flngica. Os mutantes engenheirados por proteinas ou
quimicamente modificados sdo incluidos. Os exemplos de lipases uteis
incluem lipases de Humicola (sinbnimo Thermomyces) por exemplo, de H.
lanuginosa (T lanuginosus) como descrito em EP. 258 068 e EP. 305 216 ou
de H. insolens como descrito em WO 96/13580, uma lipase de Pseudomonas,
por exemplo, de P. alcaligenes ou P. pseudoalcaligenes (EP. 218 272), P.
cepacia (EP. 331 376), P. stutzeri (GB 1.372.034), P. fluorescens,
Pseudomonas sp cepa SD 705 (WO 95/06720 ¢ WO 96/27002), P.
wisconsinensis (WO 96/12012), uma lipase de Bacillus, por exemplo, de B.
subtilis (Dartois et al, 1993, Biochemica et Biophysica Acta, 1131, 253-360),
B. stearothermophilus (JP. 64/744992) ou B. pumilus (WO 91/16422).

Outros exemplos séo variantes de lipase como descrito em WO
92/05249,WO 94/01541, EP 407 225, EP 260 105, WO 95/35381, WO
96/00292, WO 95/30744, WO 94/25578, WO 95/14783 WO 95/22615, WO
97/04079 e WO 97/07202.

As lipases comercialmente disponiveis preferidas incluem
LIPOLASE™, LIPEX™, e Lipolase ULTRA™ (Novozymes A/S).

Amilases. As amilases apropriadas (a e/ou B) incluem as de
origem bacteriana ou flngica. Os mutantes engenheirados por proteinas ou
quimicamente modificados sdo incluidos. As amilases incluem, por exemplo,

a-amilases obtidas a partir de Bacillus, por exemplo, uma cepa
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especial de Bacillus licheniformis, como descrito em maiores detalhes em GB
1.296.839.

Exemplos de amilases utilizdveis sdo as variantes como
descrito em WO 94/02597, WO 94/18314, WO 96/23873, e WO 97/43424,
especialmente as variantes com substitui¢des em uma ou mais das seguintes
posigdes: 15, 23, 105, 106, 124, 128, 133, 154, 156, 181, 188, 190, 197, 202,
208, 209, 243, 264, 304, 305, 391, 408, e 444.

As amilases comercialmente disponiveis sio DURAMYL™,
TERMAMYL™, FUNGAMYL™ e BAN™ (Novozymes A/S), Rapidase™ e
Purastar™ (de Genencor International Inc ).

Celulases As celulases apropriadas incluem as de origem
bacteriana ou fungica. Os mutantes engenheirados por proteinas ou
quimicamente modificados sdo incluidos. As celulases apropriadas incluem
celulases dos géneros Bacillus, Pseudomonas, Humicola, Fusarium,
Thielavia, Acremonium, ou Trichoderma por exemplo, celulases fingicas
produzidas a partir de Humicola insolens, Myceliophthora thermophila e
Fusarium oxysporum descritas em Patente US No 4.435.307, Patente US No
5.648.263, Patente US No 5.691.178, Patente US No 5.776.757 e WO
89/09259.

As celulases especialmente apropriadas sdo as celulases
neutras ou alcalinas tendo beneficios de cuidado da cor. Os exemplos de tais
celulases sdo celulases como descrito em EP 0 495 257, EP 0 531 372, WO
96/11262, WO 96/29397, WO 98/08940. Outros exemplos sio variantes de
celulase como as descritas em WO 94/07998, EP 0 531 315, Patente US No
5.457.046, Patente US No 5.686.593, Patente US No 5.763.254, WO
95/24471, WO 98/12307 e PCT/DK98/00299.

As  celulases  comercialmente  disponiveis  incluem
CELLUCLAST®, CELLUZYME™, ¢ CAREZYME™ (Novozymes A/S),

Clazinase™, e Puradax HA™ (Genencor International Inc ), e KAC-500(B)™
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(Kao Corporation).

Peroxidases/Oxidases. =~ Apropriadas  peroxidases/oxidases

incluem as de origem de plantas, bacterianas ou fungicas. Os mutantes
engenheirados por proteinas ou quimicamente modificados sdo incluidos. Os
exemplos de peroxidases utilizaveis incluem peroxidases de Coprinus, por
exemplo, de C. cinereus, e variantes das mesmas, como descrito em WO
93/24618, WO 95/10602, e WO 98/15257.

As  peroxidases comercialmente disponiveis incluem
GUARDZYME™ (Novozymes A/S).

Os componente(s) enzimatico(s) podem ser incluidos em uma
composi¢do detergente por adi¢do de aditivos separados contendo uma ou
mais enzimas, ou por adi¢do de um aditivo combinado compreendendo todas
estas enzimas. Um aditivo detergente da presente invengao, isto €, um aditivo
separado ou aditivo combinado, pode ser formulado, por exemplo, como um
granulado, liquido, suspensdo, etc. As formulagdes aditivas detergentes
preferidas s@o granulados, particularmente granulados ndo pulverulentos,
liquidos, particularmente liquidos estabilizados ou suspensdes.

Granulados nd@o pulverulentos podem ser produzidos, por
exemplo, como descrito na patente U.S. 4.106.991 e 4.661.452, e
opcionalmente podem ser revestidos por processos conhecidos na arte. Os
exemplos de materiais de revestimento ceroso sdo produtos de poli (6xido de
etileno) (polietileno glicol PEG) com pesos molares médios de 1.000 a
20.000; nonilfenois etoxilados tendo de 16 a 50 unidades de 6xido de etileno,
alcoois graxos etoxilados, em que o alcool contém de 12 a 20 atomos de
carbono, € em que se tem 15 a 80 unidades de 6xido de etileno; alcoois
graxos, acidos graxos; e mono- e di- e triglicerideos de 4cidos graxos.
Exemplos de materiais de revestimento de formagdo de peliculas apropriados
para aplicacdo por técnicas de leito fluido sdo dados em GB 1483591.

Preparagdes de enzima liquida podem, por exemplo, ser estabilizadas por
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adi¢do de um poliol como propileno glicol, um agtcar, um 4alcool de agucar
ou acido bérico, de acordo com os processos estabelecidos. As enzimas
protegidas podem ser preparadas de acordo com o processo descrito em EP
238.216.

A composicdo detergente da presente invengdo pode estar em
qualquer forma conveniente, por exemplo uma barra, um tablete, um po, um
granulo, uma pasta ou um liquido. Um detergente liquido pode ser aquoso,
tipicamente contendo até 70% de 4agua e 0-30% de solvente organico, ou ndo
aquoso.

A composigdo detergente compreende um ou mais tensoativos,
que podem ser ndo i6nicos incluindo semi-polar e/ou aniénico e/ou catidnica
e/ou zwiterridnico. Os tensoativos estdo tipicamente presentes em um nivel de
0,1 a 60 % em peso.

Quando incluido ai, o detergente ir4 geralmente conter de
cerca de 1% a cerca de 40% de um tensoativo anidnico como
alquilbenzenossulfato linear, alfa-olefina sulfonato, alquil sulfato (sulfato de
alcool graxo), etoxissulfato de 4lcool, alcanossulfonato secundario, éster
metilico de alfa-sulfo 4cido graxo, acido alquil ou alquenil succinico ou
sabdo.

Quando incluido ai, o detergente ird geralmente conter de
cerca de 0,2% a cerca de cerca de 40% de um tensoativo nio iénico como
etoxilato de dalcool, etoxilato de nonilfenol, alquilpoliglicosideo, 6xido de
alquildimetilamina etoxilada, monoetanolamida de 4cido graxo etoxilada,

Monoetanolamida de 4cido graxo, polihidroxi alquil amida de
acido graxo, ou derivado de N-acil N-alquila de glucosamina ("glucamidas™).

O detergente pode conter de 0-65 % de um reforcador de
detergente ou agente complexantes, como zedlito, difosfato, trifosfato,
fosfonato, carbonato, citrato, acido nitrilotriacético, acido

etilenodiaminatetraacético, acido dietilenotriaminapentaacético, acido alquil-
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ou alquenilsuccinico, silicatos soltveis ou silicatos em camadas (por exemplo,
SKS-6 de Hoechst).

O detergente pode compreender um ou mais polimeros. Os
exemplos sdo carboximetilcelulose, polivinilpirrolidona), polietileno glicol),
poli( alcool vinilico), poli( vinilpiridina-N- 6xido)), poli(vinilimidazol),
policarboxilatos como poliacrilatos, copolimeros de acido maleico/ acrilico, e
copolimeros de metacrilato de laurila / 4cido acrilico.

O detergente pode conter um sistema alvejante que pode
compreender uma fonte de H,O, como perborato ou percarbonato que pode
ser combinada com um ativador alvejante formador de peracido, como
tetraacetiletileno diamina ou nonanoiloxibenzenossulfonato.
Alternativamente, o sistema alvejante pode compreender peroxiacidos de, por
exemplo, o tipo amida, imida ou sulfona.

O(s) componente(s) enzimatico(s) da composi¢do detergente
da presente invengdo pode ser estabilizado usando agentes estabilizantes
convencionais, por exemplo um poliol como propileno glicol ou glicerol, um
agucar ou alcool de agucar, acido boérico ou derivado de acido borico, por
exemplo um éster de borato aromatico, ou derivado de 4cido fenil bordnico
como 4cido 4- formilfenil borénico, e a composi¢ido pode ser formulada como
descrito em, por exemplo, WO 30 92/19709 e WO 92/19708.

O detergente pode também conter outros ingredientes
detergentes convencionais, como condicionadores de tecido incluindo argilas,
reforcadores de espuma, supressores de espuma, agentes anti-corrosio,
agentes de colocar em suspensdo as sujeiras, agentes anti-redeposi¢cdo de
sujeira, corantes, bactericidas, abrilhantadores 6pticos, hidrétroos, inibidores
de manchas, ou perfumes.

Nas composigdes detergentes, qualquer componente
enzimatico, particularmente os polipeptideos tendo atividade bioldgica da

presente invengdo podem ser adicionados em uma quantidade correspondendo
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a 0,01- 100 mg de proteina de enzima por litro de licor de lavagem,
preferivelmente 0,05 - 5 mg de proteina de enzima por litro de licor de
lavagem, particularmente 0,1 - 1 mg de proteina de enzima por litro de licor
de lavagem.

Os polipeptideos tendo atividade biologica da presente
invengdo podem ser incorporados adicionalmente nas formulagdes
detergentes descritas em WO 97/07202, que se incorpora aqui por referéncia.
Outros usos

Polipeptideos tendo atividade bioldgica (por exemplo, proteina
de fusdo, um componente da mesma ou combinagdes das mesmas) obtidos de
acordo com a presente inven¢do também podem ser usados em combina¢do
com outras glicohidrolases e enzimas relacionadas, com aqui descrito, no
tratamento de téxteis como agentes de biopolimento ou para reducdo de
felpas, bolinhas, modifica¢do da textura e lavagem com pedra (N. K. Lange,
in P. Suominen, T. Reimkainen (Eds ), Trichoderma reesei Cellulases and
Other Hidrolases, Foundation for Biotechnical and Industrial Fermentation
Research, Helsinki, 1993, pp 263-272). Além disso, os polipeptideos descrito
também podem ser usados em combinagdo com outras glicohidrolases e
enzimas relacionadas, como aqui descrito, em processamento de madeira para
formagdo de biopasta ou remogdo de cascas, fabricagdo de papel para
modificagdo de fibras, branqueamento, e redugdo de custos de energias de
refinaria, tratamento de agua branca, importantes para o reciclo de agua de
refugo, reciclagem de fibras lignoceluldsicas, como remoc¢do de tinta e
processamento secundario da fibra, e utilizagdo de residuos de madeira (S. D.
Mansfield e A. R. Esteghlalian em S D, Mansfield e J. N. Saddler (Eds ),
Applications of Enzimas to lignocelulosics, ACS Symposium Series 855,
Washington, D C, 2003 pp 2-29)

A presente invencdo ¢ ainda descrita nos seguintes exemplos

que ndo devem ser construidos como limitando o escopo da inveng3o.
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Exemplos
Produtos quimicos usados como tampdes e substratos foram

produtos comerciais de pelo menos tipo reagente.
Sequencimento de DNA

5 O Sequencimento de DNA foi realizado usando um analisador
genético modelo 3130X de Applied Biosystems (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) usando quimica de terminador de corante (Giesecke et al.,
1992, Journal of Virol. Methods 38: 47 - 60). As sequéncias foram montadas
usando phred/phrap/consed (University of Washington, Seattle, WA, USA)
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biotina.

O meio SOC foi composto de 2% de triptona, 0,5% de extrato
de levedura, 10 mM de NaCl, 2,5 mM de KCl, 10 mM de MgCl,, e 10 mM de
MgSO,, seguido por adigdo de glicose de filtro esterilizado a 20 mM apés
autoclavagem.

Exemplo 1: Construgio de vetor de expressio pMJ04

Vetor de expressdo pMJ04 foi construido por amplificagdo
PCR do gene celobiohidrolase 1 deTrichoderma reesei (cbhl, CEL7A)
terminador de DNA genémico RutC30 de Trichoderma reesei usando
iniciadores 993429 (anti-sentido) e 993428 (sentido) mostrados abaixo. O
iniciador anti-sentido foi engenheirado para ter um sitio Pac I na extremidade
5' e um sitio Spe I na extremidade 3’ do iniciador anti-sentido.

Iniciador 993429 (anti-sentido):
5’-AACGTTAATTAAGGAATCGTTTTGTGTTT-3' (SEQ ID NO:33)
Iniciador 993428 (sentido):
5’-AGTACTAGTAGCTCCGTGGCGAAAGCCTG-3' (SEQ ID NO:
34)

DNA genémico RutC30 de Trichoderma reesei foi isolado
usando um kit DNEASY® Plant Maxi (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA).

As reagdes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
tampé@o de reagdo 1X ThermoPol (New England Biolabs, Beverly, MA USA),
0,3 mM de dNTPs, 100 ng de DNA gendmico RutC30 de Trichoderma reesei,
0,3 puM de iniciador 993429, 0,3 uM de iniciador 993428, e 2 unidades de
Vent DNA polimerase (New England Biolabs, Beverly, MA, USA). As
reagdes foram incubadas em um EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333
(Eppendorf Scientific, Inc., Westbury, NY, USA) programado para 5 ciclos
cada durante 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 50 °C, e 60 segundos a 72
°C, seguido por 25 ciclos cada durante 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 65

°C, e 120 segundos a 72 °C (extensdo final de 5 minutos). Os produtos de
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reagdo foram isolados em um gel agarose a 1,0% usando 40 mM Tris base-20
mM de acetato de sédio-1 mM dissédico EDTA (TAE) tampio onde uma
banda de produto de 229 bp foi excisada do gel e purificada usando um kit de
extragdo de gel QIAQUICK® (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA) de acordo
com as instrugdes do fabricante.

O fragmento PCR resultante foi digerido com Pac I e Spe 1l e
ligado em pAILol (WO 05/067531) digerido com as mesmas enzimas de
restricdo usando um kit de liga¢do rdpido (Roche, Indianapolis, IN, USA),
para gerar pMJ04 (figura 1).

Exemplo 2: Construcio de pCaHj568

Plasmideo pCaHj568 foi construido de pCaHj170 (patente US
no. 5.763.254) e pMT2188. Plasmideo pCaHj170 compreende a regido de
codificagdo de comprimento completo de endoglucanase V de Humicola
insolens (CEL45A) (SEQ ID NO:1, que codifica a sequéncia de aminoacido
de SEQ ID NO: 2). Construgdo de pMT2188 foi iniciada por amplificar PCR
a origem de replicagdo de pUC19 de pCaHj483 (WO 98/00529) usando
iniciadores 142779 e 142780 mostrados abaixo. Iniciador 142780 introduz um
sitio Bbu I no fragmento PCR.

142779:

5-TTGAATTGAAAATAGATTGATTTAAAACTTC-3' (SEQ ID NO: 35)
142780:

5'-TTGCATGCGTAATCATGGTCATAGC-3' (SEQ ID NO: 36)

Um sistema EXPAND® PCR (Roche Molecular
Biochemicals, Basel, Sui¢a) foi usado seguindo as instru¢des do fabricante
para esta amplificagdo. Produtos PCR foram separados em um gel de agarose
e um fragmento de 1160 bp foi isolado e purificado usando um Kit Spin de
extragdo de gel Jetquick (Genomed, Wielandstr, Alemanha). O gene URA3
foi amplificado do vetor de clonagem geral de Saccharomyces cerevisiae

pYES2 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) usando iniciadores 140288 ¢ 142778
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Iniciador 141223:
5’-GGATGCTGTTGACTCCGGAAATTTAACGGTTTGGTCTTGCATC
CC-3'(SEQ ID NO: 41)

Nucleotideos 423-436 foram convertidos de
ATGCAATTTAAACT (SEQ ID NO: 42) a CGGCAATTTAACGG (SEQ ID
NO: 43) usando iniciador mutagénico 141222 mostra abaixo.

Iniciador 141222:
5’-GGTATTGTCCTGCAGACGGCAATTTAACGGCTTCTGCGAATCGC-
3" (SEQ ID NO: 44)

O plasmideo resultante foi designado pMT2188 (figura 3).

A regido de codificagdo de endoglucanase V de Humicola
insolens foi transferida de pCaHj170 como um fragmento Bam HI-Sal 1 em
pMT2188 digerido com Bam HI e Xho 1 para gerar pCaHj568 (figura 4).
Plasmideo pCaHj568 compreende um promotor NA2-tpi mudado, ligado
operativamente a sequéncia de codificagdo de comprimento completo de
endoglucanase V de Humicola insolens.

Exemplo 3: Construcao de pMJO05

Plasmideo pMJ05 foi construido por amplificagdo PCR da
regido de codificagdo de comprimento completo de endoglucanase V de
Humicola insolens de 915 bp de pCaHjS68 usando iniciadores HIEGV-F e
HiEGV-R mostrados abaixo.

HiEGV-F (sentido):

5'-AAGCTTAAGCATGCGTTCCTCCCCCCTCC-3' (SEQ ID NO: 45)
HiEGV-R (anti-sentido)
5'-CTGCAGAATTCTACAGGCACTGATGGTACCAG-3' (SEQ ID NO: 46)

As reagdes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
tampdo de reagdo 1X ThermoPol (New England Biolabs, Beverly, MA,
USA), 0,3 mM de dNTPs, 10 ng/ul de pCaHj568, 0,3 uM de iniciador
HiEGV-F, 0,3 uM de iniciador HIEGV-R, e 2 unidades de Vent DNA




122

polimerase (New England Biolabs, Beverly, MA, USA). As reagdes foram
incubadas em um EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333 programado
para 5 ciclos cada durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C, ¢ 60
segundos a 72°C, seguido por 25 ciclos cada durante 30 segundos a 94°C, 30
5 segundos a 65°C, e 120 segundos a 72°C (extensdo final de 5 minutos). Os

produtos de reagdo foram isolados em um gel de agarose a 1,0% usando

tampdo TAE onde uma banda de produto de 937 bp foi excisada do gel e
purificada usando um kit de extragdo de gel QIAQUICK® de acordo com as
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programado para 5 ciclos cada durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
50°C, e 60 segundos a 72°C, seguido por 25 ciclos cada durante 30 segundos
a 94°C, 30 segundos a 65°C, e 120 segundos a 72°C (extensdo final de 5
minutos). Os produtos de reagdo foram isolados em um gel de agarose a 1,0%
usando tampdo TAE onde uma banda de produto de 945 bp foi excisada do
gel e purificada usando um kit de extragdo de gel QIAQUICK® de acordo
com as instru¢des do fabricante.

Um PCR separado foi realizado para amplificar a sequéncia do
promotor de Trichoderma reesei cbhl se estendendo de 994 bp a montante do
codon de partida ATG do gene de DNA genémico RutC30 de Trichoderma
reesei usando os iniciadores mostrados abaixo (o iniciador sentido foi
engenheirado para ter um sitio de restricdo Sal I na extremidade 5'). DNA
gendmico RutC30 de Trichoderma reesei foi isolado usando um kit
DNEASY® Plant Maxi.

TrCBHIpro-F (sentido):
5’-AAACGTCGACCGAATGTAGGATTGTTATC-3’ (SEQ ID NO: 49)
TrCBHIpro-R (anti-sentido):

5'-GATGCGCAGTCCGCGGT-3' (SEQ ID NO: 50)

As reagbes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
tampdo de reacdo 1X ThermoPol, 0,3 mM de dNTPs, 100 ng/ul de DNA
gendomico RutC30 de Trichoderma reesei, 0,3 uM de iniciador TrCBHIpro-F,
0,3 uM de iniciador TrCBHIpro-R, e 2 unidades de Vent DNA polimerase.
As reagdes foram incubadas em um EPPENDORF® MASTERCYCLER®
5333 programado para 30 ciclos cada durante 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 55°C, e 120 segundos a 72°C (extensdo final de 5 minutos). Os
produtos de reagdo foram isolados em um gel agarose a 1,0% usando tamp&o
TAE onde uma banda de produto de 998 bp foi excisada do gel e purificada
usando um kit de extragdo de gel QIAQUICK® de acordo com as instrugdes

do fabricante.
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O fragmento PCR de 998 bp purificado foi usado como DNA
gabarito para amplificagdes subsequentes usando os iniciadores mostrados
abaixo.

TrCBHIpro-F:

5'-AAACGTCGACCGAATGTAGGATTGTTATC-3' (SEQ ID NO: 51)
TrCBHIpro-R-sobreposi¢io:
5'-GGAGGGGGGAGGAACGCATGATGCGCAGTCCGCGGT-3' (SEQ ID
NO: 52)

Sequéncias em itdlico sdo homdlogas para 17 bp do promotor
cbhl de Trichoderma reesei e sequéncias sublinhadas sio homélogas a 29 bp
da regido de codificagdo de endoglucanase V de Humicola insolens. Uma
sobreposi¢do de 36 bp entre o promotor e a sequéncia de codificagdo permitiu
a fusdo precisa do fragmento de 994 bp compreendendo o promotor cbhl de
Trichoderma reesei para o fragmento de 918 bp compreendendo a regido de
codificacdo de comprimento completo de endoglucanase V de Humicola
insolens.

As reagdes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
tamp&o de reagdo 1X ThermoPol, 0,3 mM de dNTPs, 1 ul do fragmento PCR
de 998 bp purificado, 0,3 uM TrCBHIlpro-F iniciador, 0,3 pM iniciador de
sobreposicdo TrCBHIlpro-R, e 2 unidades de Vent DNA polimerase. As
reagdes foram incubadas em um EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333
programado para 5 ciclos cada durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
50°C, e 60 segundos a 72°C, seguido por 25 ciclos cada durante 30 segundos
a 94°C, 30 segundos a 65°C, e 120 segundos a 72°C (extensdo final de 5
minutos). Os produtos de reag@o foram isolados em um gel de agarose a 1,0%
usando tampdo TAE onde uma banda de produto de 1017 bp foi excisada do
gel e purificada usando um kit de extra¢do de gel QIAQUICK® de acordo
com as instrugdes do fabricante.

O fragmento PCR de promotor cbhl de Trichoderma reesei de
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1017 bp e o fragmento PCR de endoglucanase V de Humicola insolens de 945
bp foram usados como DNA gabarito para amplificagdo subsequente usando
os seguintes iniciadores para precisamente fusionar o promotor cbhl de 994
bp para a regido de codificagdo de comprimento completo de endoglucanase
V de 918 bp usando PCR de sobreposigio.

TrCBHIpro-F:

5’-AAACGTCGACCGAATGTAGGATTGTTATC-3’ (SEQ ID NO: 53)
HiEGV-R:

5'-CTGCAGAATTCTACAGGCACTGATGGTACCAG-3' (SEQ ID NO: 54)

As reag¢des de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
tampdo de reagdo 1X ThermoPol, 0,3 mM de dNTPs, 0,3 pM de iniciador
TrCBHlpro-F, 0,3 uM de iniciador HIEGV-R, e 2 unidades de Vent DNA
polimerase. As reagdes foram incubadas em um EPPENDORF®
MASTERCYCLER® 5333 programado para 5 ciclos cada durante 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C, e 60 segundos a 72°C, seguido por 25
ciclos cada durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 65°C, e 120 segundos
a 72°C (extensdo final de 5 minutos). Os produtos de reagdo foram isolados
em um gel agarose a 1,0% usando Tampdo TAE onde uma banda de produto
de 1926 bp foi excisada do gel e purificada usando um kit de extracdo de gel
QIAQUICK® de acordo com as instru¢des do fabricante.

O fragmento de 1926 bp resultante foi clonado em um vetor
pCR®-Blunt-II-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) usando um kit de
clonagem PCR ZEROBLUNT® TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
seguindo o protocolo de fabricagdo. O plasmideo resultante foi digerido com
Not 1 e Salle o fragmento de 1926 bp foi purificado em gel usando um kit de
extragdo de gel QIAQUICK® e ligado usando T4 DNA ligase (Roche,
Indianapolis, IN, USA) em pMJ04, que também foi digerido com as mesmas
duas enzimas de restrigdo, para gerar pMJO5 (figura 5). Plasmideo pMJ05

compreende o promotor de celobiohidrolase I de Trichoderma reesei e
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terminador ligado operativamente a sequéncia de codificacdo de comprimento
completo de endoglucanase V de Humicola insolens.
Exemplo 4: Construgio de vetor de expressio pSMail30

Um fragmento de DNA de 2586 bp se estendendo a partir do
cdédon de partida ATG para o cédon de parada TAA da sequéncia de
codificagdo de comprimento completo de beta-glucosidase de Aspergillus
oryzae (SEQ ID NO: 21 para sequéncia de cDNA e SEQ ID NO:22 para a
sequéncia de aminodcido deduzida; E. coli DSM 14240) foi amplificado por
PCR de pJaL660 (WO 2002/095014) como gabarito com iniciadores 993467
(sentido) e 993456 (anti-sentido) mostra abaixo. Um sitio Spe 1 foi
engenheirado na extremidade 5' do iniciador anti-sentido para facilitar a
ligagdo. Sequéncias do iniciador em italico sdo homélogas para 24 bp do
promotor de cbhl de Trichoderma reesei e sequéncias sublinhadas sdo
homodlogas a 22 bp a regifo de codificagdo de beta-glucosidase de Aspergillus
oryzae.
Iniciador 993467:
5'-ATAGTCAACCGCGGACTGCGCATCATGAAGCTTGGTTGGATCGA
GG-3' (SEQ ID NO: 55)
Iniciador 993456:

- 5-ACTAGTTTACTGGGCCTTAGGCAGCG-3" (SEQ ID NO: 56)

As reagdes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
tampdo de amplificagdo Pfx (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 0,25 mM de
dNTPs, 10 ng de pJaL660, 6,4 uM de iniciador 993467, 32 uM de iniciador
993456, 1 mM de MgCl,, e 2,5 unidades de Pf/x DNA polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). As reagbes foram incubadas em um EPPENDORF®
MASTERCYCLER® 5333 programado para 30 ciclos cada durante 1 minuto
a 94°C, 1 minuto a 55°C, e 3 minutos a 72°C (extensdo final de 15 minutos).
Os produtos de reagdo foram isolados em um gel agarose a 1,0% usando

tampdo TAE onde uma banda de produto de 2586 bp foi excisada do gel e
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purificada usando um kit de extra¢do de gel QIAQUICK® de acordo com as
instru¢des do fabricante.

Um PCR separado foi realizado para amplificar a sequéncia de
promotor de cbhl de Trichoderma reesei se estendendo de 1000 bp a
montante do cédon de partida ATG do gene, usando iniciador 993453
(sentido) e iniciador 993463 (anti-sentido) mostrados abaixo para gerar um
fragmento PCR de 1000 bp.
Iniciador 993453
5'-GTCGACTCGAAGCCCGAATGTAGGAT-3' (SEQ ID NO: 57) Iniciador
993463:
5'- CCTCGATCCAACCAAGCTTCATGATGCGCAGTCCGCGGTTG
ACTA-3' (SEQ ID NO: 58)

Sequéncias do iniciador em italico sdo homdlogas para 24 bp
do promotor de cbhl de Trichoderma reesei e sequéncias do iniciador
sublinhadas sdo homdlogas a 22 bp a regido de codificagdo de comprimento
completo de beta-glucosidase de Aspergillus oryzae. A sobreposi¢io de 46 bp
entre o promotor e a sequéncia de codificagdo permitiu a fusdo precisa do
fragmento de 1000 bp compreendendo o promotor de cbhl de Trichoderma
reesei para o fragmento de 2586 bp compreendendo a regifio de codificacdo
de beta-glucosidase de Aspergillus oryzae.

As reagdes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
tampdo de amplificagdo de Pfx, 0,25 mM de dNTPs, 100 ng de DNA
genomico de RutC30 de Trichoderma reesei, 6,4 pM de iniciador 993453, 32
uM de iniciador 993463, 1 mM de MgCl,, e 2,5 unidades de Pfx DNA
polimerase. As reagdes foram incubadas em um EPPENDORF®
MASTERCYCLER® 5333 programado para 30 ciclos cada durante 1 minuto
a 94°C, 1 minuto a 55°C, e 3 minutos a 72°C (extensdo final de 15 minutos).
Os produtos de reacdo foram isolados em um gel agarose a 1,0% usando

tampdo TAE onde uma banda de produto de 1000 bp foi excisada do gel e
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purificada usando um kit de extragio de gel QIAQUICK® de acordo com as
instrugdes do fabricante.

Os fragmentos purificados foram usados como DNA gabarito
para amplificagdo subsequente por PCR de sobreposi¢do usando iniciador
993453 (sentido) e iniciador 993456 (anti-sentido) mostrados acima para
precisamente fusionar o fragmento de 1000 bp compreendendo o promotor de
cbhl de Trichoderma reesei para o fragmento de 2586 bp compreendendo a
regido de codificacdo de comprimento completo de beta-glucosidase de
Aspergillus oryzae.

As reagdes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
tampdo de amplificagdo Pfx, 0,25 mM de dNTPs, 6,4 uM de iniciador 99353,
3,2 uM de iniciador 993456, 1 mM de MgCl,, e 2,5 unidades de Pfx DNA
polimerase. As rea¢Bes foram incubadas em um EPPENDORF®
MASTERCYCLER® 5333 programado para 30 ciclos cada durante 1 minuto
a 94°C, 1 minuto a 60°C, e 4 minutos a 72°C (extensdo final de 15 minutos).

O fragmento de 3586 bp resultante foi digerido com Sal/ I e
Spe I e ligado em pMJ04, digerido com as mesmas duas enzimas de restri¢do,
para gerar pSMail30 (figura 6). Plasmideo pSMail30 compreende o
promotor de gene de celobiohidrolase 1 de Trichoderma reesei e terminador
ligado operativamente a sequéncia sinal de beta-glucosidase nativa de
Aspergillus oryzae e sequéncia de codificagdo (isto ¢, sequéncia de
codificagdo de beta-glucosidase de Aspergillus oryzae).

Exemplo 5: Construcio de pSMail35

A sequéncia de codificagdo de mature de beta-glucosidase de
Aspergillus oryzae (menos a sequéncia de sinal nativa, ver figura 7; SEQ ID
NOs: 59 e 60) de Lys-20 para o cédon parado TAA foi amplificado por PCR
a partir de pJalL660 como gabarito com iniciador 993728 (sentido) e iniciador
993727 (anti-sentido) mostra abaixo.

Iniciador 993728:
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5-TGCCGGTGTTGGCCCTTGCCAAGGATGATCTCGCGTACTCCC-3!
(SEQ ID NO: 61)

Iniciador 993727:

5-GACTAGTCTTACTGGGCCTTAGGCAGCG-3' (SEQ ID NO: 62)

Sequéncias em italico sdo homoélogas para 20 bp da sequéncia

de sinal de endoglucanase V de Humicola insolens e sequéncias sublinhadas
sdo homologas a 22 bp a regifio de codificagdo de beta-glucosidase de
Aspergillus oryzae. Um sitio Spe I foi engenheirado na extremidade 5' do
iniciador anti-sentido.

As reag¢Oes de amplificacdo (50 pl) foram compostas de
tampdo de amplificagdo Pfx, 0,25 mM de dNTPs, 10 ng/ul de pJalL660, 6,4
UM de iniciador 993728, 3,2 uM de iniciador 993727, 1 mM de MgCl,, e 2,5
unidades de Pfx DNA polimerase. As rea¢des foram incubadas em um
EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333 programado para 30 ciclos cada
durante 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C, e 3 minutos a 72°C (extensdo final
de 15 minutos). Os produtos de reagdo foram isolados em um gel agarose a
1,0% usando tampdo TAE onde uma banda de produto de 2523 bp foi
excisada do gel e purificada usando um kit de extragdo de gel QITAQUICK®
de acordo com as instrug¢des do fabricante.

Uma amplificagdo PCR separada foi realizada para amplificar
1000 bp do promotor de cbhl de Trichoderma reesei e 63 bp a sequéncia de
sinal de endoglucanase V de Humicola insolens (c6don de partida ATG para
Ala-21, figura 8, SEQ ID NOs: 63 e 64), usando iniciador 993724 (sentido) e
iniciador 993729 (anti-sentido) mostrados abaixo.
Iniciador 993724
5-ACGCGTCGACCGAATGTAGGATTGTTATCC-3' (SEQ ID NO: 65)
Iniciador 993729:
5’-GGGAGTACGCGAGATCATCCTTGGCAAGGGCCAACACCGGCA-3’
(SEQ ID NO: 66)
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Sequéncias do iniciador em italico s3o homdlogas para 20 bp a
sequéncia de sinal de endoglucanase V de Humicola insolens e sequéncias de
iniciador sublinhadas sdo homdlogas para 22 bp a regido de codificagdo de
beta-glucosidase de Aspergillus oryzae.

Plasmideo pMJ0S5, que compreende a regido de codificagdo de
endoglucanase V de Humicola insolens sob o controle do promotor cbhl, foi
usado como gabarito para gerar um fragmento de 1063 bp compreendendo o
promotor de cbhl de Trichoderma reesei e fragmento de sequéncia de sinal de
endoglucanase V de Humicola insolens. Uma sobreposi¢do de 42 bp foi
compartilhada entre o promotor cbkhl de Trichoderma reesei e a sequéncia de
sinal de endoglucanase V de Humicola insolens e a sequéncia de codificagido
mature de beta-glucosidase de Aspergillus oryzae para prover uma ligacdo
perfeita entre o promotor e o cédon de partida ATG a regido de codificagdo de
beta-glucosidase de 2523 bp de Aspergillus oryzae.

As reagOes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
tampdo de amplificagdo Pfx, 0,25 mM de dNTPs, 10 ng/ul de pMJ05, 6,4 uM
de iniciador 993728, 32 pM de iniciador 993727, 1 mM de MgCl,, e 2,5
unidades de Pfx DNA polimerase. As rea¢des foram incubadas em um
EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333 programado para 30 ciclos cada
durante 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C, e 4 minutos a 72°C (extensdo final
de 15 minutos). Os produtos de reagdo foram isolados em um gel agarose a
1,0% usando tampdo TAE onde uma banda de produto de 1063 bp foi
excisada do gel e purificada usando um kit de extracdo de gel QIAQUICK®
de acordo com as instru¢des do fabricante.

Os fragmentos de sobreposi¢do purificados foram usados
como gabaritos para amplificagdo usando iniciador 993724 (sentido) e
iniciador 993727 (anti-sentido) descritos acima para precisamente fusionar o
fragmento de 1063 bp compreendendo o promotor cbhl de Trichoderma

reesei e sequéncia de sinal de endoglucanase V de Humicola insolens para o
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fragmento de 2523 bp compreendendo a armagdo da regido de codificagdo
madura de beta-glucosidase de Aspergillus oryzae por PCR de sobreposigio.

As reagdes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
tampdo de amplificacdo Pfx, 0,25 mM de dNTPs, 6,4 uM de iniciador
993724, 3,2 uM de iniciador 993727, 1 mM de MgCl,, e 2,5 unidades de Pfx
DNA polimerase. As rea¢des foram incubadas em um EPPENDORF®
MASTERCYCLER® 5333 programado para 30 ciclos cada durante 1 minuto
a 94°C, 1 minuto a 60°C, e 4 minutos a 72°C (extensdo final de 15 minutos).
Os produtos de reagdo foram isolados em um gel agarose a 1,0% usando
tampdo TAE onde uma banda de produto de 3591 bp foi excisada do gel e
purificada usando um kit de extra¢do de gel QIAQUICK® de acordo com as
instrugdes do fabricante.

O fragmento de 3591 bp resultante foi digerido com Sal/ I e
Spe 1 e ligado em pMJ04 digerido com as mesmas enzimas de restri¢do para
gerar pSMail35 (figura 9). Plasmideo pSMail35 compreende o promotor de
gene de celobiohidrolase 1 de Trichoderma reesei e terminador ligado
operativamente a sequéncia de sinal de endoglucanase V de Humicola
insolens e a sequéncia de codificagdo madura de beta-glucosidase de
Aspergillus oryzae.
Exemplo 6: Expressao de beta-glucosidase de Aspergillus oryzae com o
sinal de secrecio de endoglucanase V de Humicola insolens

Plasmideo pSMail35 codificando a beta-glucosidase madura
de Aspergillus oryzae ligada ao sinal de secre¢do de endoglucanase V de
Humicola insolens (figura 8) foi introduzido em RutC30 de Trichoderma
reesei por transformagdo mediada de PEG (Penttila ez al., 1987, Gene 61 155
- 164). O plasmideo continha o gene de amdS de Aspergillus nidulans para
permitir aos transformantes crescer em acetamida como a unica fonte de
nitrogénio.

RutC30 de Trichoderma reesei foi cultivado a 27°C e 90 rpm
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em 25 ml de meio YP suplementado com 2% (p/v) glicose e 10 mM de
uridina durante 17 horas. Micélios foram coletados por filtragdo usando um
sistema de filtragdo descartavel acionado a vacuo (Millipore, Bedford, MA,
USA) e lavado duas vezes com agua deionizada e duas vezes com 1,2 M de
sorbitol. Protoplastos foram gerados por colocagdo em suspensido do micélia
lavado em 20 ml de 1,2 M de sorbitol contendo 15 mg de GLUCANEX®
(Novozymes A/S, Bagsvaerd, Dinamarca) por ml e 03,6 unidades de quitinase
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) por ml e incubando durante 15-
25 minutos a 34°C com agitagdo suave a 90 rpm. Protoplastos foram
coletados por centrifugar durante 7 minutos a 400 x g e lavados duas vezes
com 1,2 M de sorbitol frio. Os protoplastos foram contados usando um
hemacitémetro e re-colocados em suspensdo em STC para uma concentragio
final de 1 X 10® protoplastos por ml. Os protoplastos em excesso foram
armazenados em um recipiente de congelamento Cryo 1°C (Nalgene,
Rochester, NY, USA) a -80°C.

Aproximadamente 7 pg de pSMail35 digerido com Pme 1
foram adicionados a 100 pl de solugdo de protoplasto e misturado
suavemente, seguido por 260 pl de tampdo PEG, misturado, e incubados em
temperatura ambiente durante 30 minutos. STC (3 ml) foi entdo adicionado e
misturado e a solugdo de transformagdo foi colocada sobre placas COVE
usando selecdo de amsdS de Aspergillus nidulans. As placas foram incubadas
a 28°C durante 5-7 dias. Transformantes foram sub-cultivados sobre placas
COVE2 e cultivados a 28°C.

Sessenta e sete transformantes designados SMA135 obtidos
com pSMail35 foram subcultivados sobre placas congeladas contendo
acetamida e deixados esporular durante 7 dias a 28°C.

Sessenta e sete transformantes de SMA135 de Trichoderma
reesei foram cultivados em 125 ml de frascos com agitagdo com anteparos

contendo 25 ml de meio induzindo celulase a pH 6,0 inoculado com esporos
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dos transformantes e incubados a 28°C e 200 rpm durante 7 dias. RutC30 de
Trichoderma reesei foi ciclado como um controle. Amostras do caldo de
cultura foram removidas no dia 7. Um ml de cada caldo de cultura foi
centrifugado a 15.700 x g durante 5 minutos em uma micro-centrifuga e os
sobrenadantes transferidos para novos tubos. As amostras foram armazenadas
a 4°C até teste de enzima. Os sobrenadantes foram testados para atividade de
beta-glucosidase  usando  p-nitrofenil-beta-D-glucopiranosideo  como
substrato, como descrito abaixo.

Atividade de beta-glucosidase foi determinada em temperatura
ambiente usando 25 ul de aliquotas de sobrenadantes de cultura, diluida 1:10
em 50 mM de sucinato pH 5,0, em 200 pl de 0,5 mg/ml de p-nitrofenil-beta-
D-glucopiranosideo como substrato em 50 mM de sucinato pH 5,0. Apods 15
minutos de incubagdo a reagdo foi parada por adigdo de 100 pul de 1 M de
Tris-HCI pH 8,0 e a absorgdo foi lida espectrofotometricamente a 405 nm.
Uma unidade de atividade de beta-glucosidase correspondendo a produgéo de
1 umol de p-nitrofenila por minuto por litro a pH 5,0, temperatura ambiente.
Beta-glucosidase de Aspergillus niger (NOVOZYM™ 188, Novozymes A/S,
Bagsvaerd, Dinamarca) foi usado como um padrido de enzima.

Um ndamero dos transformantes de SMAI135 mostrou
atividades de beta-glucosidase varias vezes maior do que a secretada por
RutC30 de Trichoderma reesei. Dentre os transformantes SMA135 triados,
transformante SMA135-04 produziu a maior atividade de beta-glucosidase.

SDS-PAGE foi realizado usando Tris-HCl CRITERION® (5%
resolucdo) géis (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) com o sistema CRITERION®
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Cinco pl de sobrenadantes de dia 7 (ver
acima) foram colocados em suspensdo em 2X concentragdo de tampdo de
amostra Laemmli (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) e fervidos na presen¢a de
5% beta-mercaptoetanol durante 3 minutos. As amostras de sobrenadante

foram carregadas sobre um gel de poliacrilamida e submetidas a eletroforese
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com 1X de Tris/glicina/SDS como tampdo de ciclo (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). O gel resultante foi colorido com corante Coomassie BIO-SAFE®
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Dentre os transformantes de SMA13538 Trichoderma reesei
analisados por SDS-PAGE, 26 produziram uma proteina de aproximadamente
110 kDa que n&o foi visivel em RutC30 de Trichoderma reesei como
controle. Transformante Trichoderma reesei SMA135-04 produziu o maior
nivel de beta-glucosidase como evidenciado por abundancia da banda de 110
kDa vista por SDS-PAGE.

Exemplo 7: Construc¢io de vetor de expressio pSMail40

Vetor de expressdo pSMail40 foi construido por digestdo de
plasmideo pSATell11BG41 (WO 04/099228), que transporta uma regido de
codificagdo de comprimento completo de variante BG41 de beta-glucosidase
de Aspergillus oryzae (SEQ ID NO: 23 que codifica a sequéncia de
aminoacido de SEQ ID NO: 24), com Nco 1. O fragmento de 1243 bp
resultante foi isolado em um gel agarose a 1,0% usando tampido TAE e
purificado usando um kit de extragdo de gel QIAQUICK® de acordo com as
instru¢des do fabricante.

O vetor de expressdo pSMail35 foi digerido com Nco I € um
fragmento de 8286 bp foi isolado em um gel agarose a 1,0% usando tamp&o
TAE e purificado usando um kit de extragdo de gel QIAQUICK® de acordo
com as instrugdes do fabricante. O fragmento de variante BG41 de beta-
glucosidase de 1243 bp Nco 1 de Aspergillus oryzae digerido foi entdo ligado
no vetor 8286 bp, usando T4 DNA ligase (Roche, Indianapolis, IN, USA) de
acordo com o protocolo de fabricagdo, para criar o vetor de expressdo
pSMail40 (figura 10). Plasmideo pSMail40 compreende o promotor de gene
de celobiohidrolase I (CEL7A) de Trichoderma reesei e terminador ligado
operativamente na sequéncia de sinal de endoglucanase V de Humicola

insolens e a sequéncia de codifica¢do mature variante de beta-glucosidase de
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Aspergillus oryzae.
Exemplo 8: Transformacio de RutC30 de Trichoderma reesei com
pSMail40

Plasmideo pSMail40 foi linearizado com Pme 1 e
transformado na cepa de RutC30 de Trichoderma reesei como descrito no
exemplo 6. Um total de 100 transformantes foram obtidos a partir de quatro
experimentos de transformag¢do independentes, todos sendo cultivados em
frascos de agitagdo em meio induzindo celulase, e a atividade de beta-
glucosidase foi medida a partir do meio de cultura dos transformantes como
descrito no exemplo 6. Um nUmero de transformantes de SMA140 de
Trichoderma reesei mostrou atividades de beta-glucosidase varias vezes
maiores do que a de RutC30 de Trichoderma reesei.

A presenca da proteina de variante BG41 de beta-glucosidase
de Aspergillus oryzae no meio de cultura foi detectada por eletroforese de gel
de SDS-poliacrilamida como descrito no exemplo 6 e a coloragdo Coomassie
dos mesmos 13 sobrenadantes de cultura dos quais as atividades de enzimas
foram analisadas. Todos os treze transformantes que tém atividade de B-
glucosidase elevada, também expressaram a variante BG41 de
aproximadamente 110 KDa de beta-glucosidase de Aspergillus oryzae, em
rendimentos variados.

O transformante expressando variante de beta-glucosidase
maior, como avaliado por teste de atividade de beta-glucosidase e eletroforese
gel de SDS-poliacrilamida, foi designado SMA140-43 Trichoderma reesei.
Exemplo 9: Construciao de vetor de expressio pSaMe-F1

Um fragmento de DNA contendo 209 bp do promotor de gene
de celobiohidrolase 1 de Trichoderma reesei e a regido do nucleo
(nucleotideos 1 a 702 de SEQ ID NO: 1 que codifica aminoacidos 1 a 234 de
SEQ ID NO: 2; WO 91/17243) do gene de endoglucanase V de Humicola

insolens foi amplificado por PCR usando pMJ05 como gabarito usando os
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iniciadores mostrados abaixo.

995103:

S'-cccaagcttagccaagaaca-3' (SEQ ID NO: 67)

995137:

S'-gggggaggaacgcatgggatctggacggce-3' (SEQ ID NO: 68)

As reagdes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
tampdo de amplificagdo 1X Pfx, 10 mM de dNTPs, 50 mM de MgSO,, 10
ng/ul de pMJOS5, 50 picomoles de iniciador 995103, 50 picomoles de iniciador
995137, e 2 unidades de Pfx DNA polimerase. As rea¢gdes foram incubadas
em um EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333 programado para 30
ciclos cada durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C, e 60 segundos a
72°C (extensdo final de 3 minutos).

Os produtos de reagdo foram isolados em um gel agarose a
1,0% usando tampdo TAE onde uma banda de produto de 911 bp foi excisada
do gel e purificada usando um kit de extragdo de gel QIAQUICK® de acordo
com as instrugdes do fabricante.

Um fragmento de DNA contendo 806 bp do gene de variante
BG41 de beta-glucosidase de Aspergillus oryzae foi PCR amplificado usando
pSMail40 como gabarito e os iniciadores mostrados abaixo.

995133:

S'-gcegtecagatecccatgegttectecece-3' (SEQ ID NO: 69)
995111:

5'-ccaagcttgttcagagtttc-3' (SEQ ID NO: 70)

As reagdes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
tampao de amplificagdo 1X Pfx, 10 mM de dNTPs, 50 mM MgSQ,, 100 ng de
pSMail40, 50 picomoles de iniciador 995133, 50 picomoles de iniciador
995111, e 2 unidades de Pfx DNA polimerase. As rea¢des foram incubadas
em um EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333 programado para 30
ciclos cada durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C, e 120 segundos
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a 72°C (extensdo final de 3 minutos).

Os produtos de reagdo foram isolados em um gel agarose a
1,0% usando tampdo TAE onde uma banda de produto de 806 bp foi excisada
do gel e purificada usando um kit de extra¢io de gel QIAQUICK® de acordo
com as instru¢des do fabricante.

Os dois fragmentos PCR acima foram entdo submetidos a PCR
de sobreposi¢do. Os fragmentos de sobreposi¢do purificados foram usados
como gabaritos para amplificagdo usando iniciador 995103 (sentido) e
iniciador 995111 (anti-sentido) descritos acima para precisamente fusionar o
fragmento de 702 bp compreendendo 209 bp do promotor de gene de
celobiohidrolase 1 de Trichoderma reesei e a sequéncia de ntcleo de
endoglucanase V de Humicola insolens para o fragmento de 806 bp
compreendendo uma porgdo da regido de codificacdo de variante BG41 de
beta-glucosidase de Aspergillus oryzae por PCR de sobreposicio.

As reagdes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
tampdo de amplificagdo 1X Pfx, 10 mM de dNTPs, 50 mM de MgSQy, 2,5 ul
de cada fragmento (20 ng/ul), 50 picomoles de iniciador 995103, 50
picomoles de iniciador 995111, e 2 unidades de Pfx DNA polimerase de alta
fidelidade. As reagbes foram incubadas em um EPPENDORF®
MASTERCYCLER® 5333 programado para uma desnaturac¢do inicial de 3
minutos a 95°C seguido por 30 ciclos cada durante 1 minuto de desnaturacéo,
1 minuto anelando a 60°C, e uma extensio de 3 minutos a 72°C.

Os produtos de reagdo foram isolados em um gel agarose a
1,0% usando tampdo TAE onde uma banda de produto de 1,7 kb foi excisada
do gel e purificada usando um kit de extra¢do de gel QIAQUICK® de acordo
com as instru¢des do fabricante.

O fragmento de 1,7 kb foi ligado em um vetor de pCR®4
Blunt (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instru¢des do

fabricante. A construgdo foi entdo transformada em células E. coli ONE




10

15

20

25

138

SHOT® TOP10 quimicamente competentes (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
de acordo com o procedimento de transformagdo de produtos quimicos rapido
do fabricante. Col6nias foram selecionadas e analisadas por isolamento de
plasmideo e digestdo com Hind III para liberar o fragmento PCR de
sobreposi¢do de 1,7 kb.

Plasmideo pSMail40 também foi digerido com Hind 11l para
linearizar o plasmideo. Ambos fragmentos digeridos foram combinados em
uma reacdo de ligagdo usando um kit de ligagdo de DNA rapido seguindo as
instrug¢des do fabricante para produzir pSaMe-F1 (figura 11).

Células competentes de E. coli XL1-Blue Subcloning-Grade
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) foram transformadas com o produto de
ligagdo. A identidade da construgdo foi confirmada por Sequencimento de
DNA do promotor de gene de celobiohidrolase 1 de Trichoderma reesei,
sequéncia de sinal de endoglucanase V de Humicola insolens, nicleo de
endoglucanase V de Humicola insolens, sequéncia de sinal de endoglucanase
V de Humicola insolens, variante de BG41 de beta-glucosidase de Aspergillus
oryzae, € a sequéncia de terminador de gene de celobiohidrolase I de
Trichoderma reesei de plasmideos purificados de E. coli transformados. Um
clone contendo o plasmideo recombinante foi designado pSaMe-F1.
Plasmideo pSaMe-F1 compreende o promotor de gene de celobiohidrolase I
de Trichoderma reesei e terminador e a sequéncia de peptideo de sinal de
endoglucanase V de Humicola insolens ligado diretamente no polipeptideo de
nicleo de endoglucanase V de Humicola insolens que s3o diretamente
fusionados no peptideo de sinal de endoglucanase V de Humicola insolens
que ¢ diretamente ligado na sequéncia de codifica¢do madura de variante
BG41 de beta-glucosidase de Aspergillus oryzae. A sequéncia de DNA e a
sequéncia de aminoacido deduzidas da proteina de fusdo de variante BG de
beta-glucosidase de Aspergillus oryzae sdo mostradas em SEQ ID NOs: 73 e
74, respectivamente (ver figuras 14A, 14B, 14C, e 14D).




139

Exemplo 10: Transforma¢io de RutC30 de Trichoderma reesei com
pSaMe-F1
Frascos de agitagdo contendo 25 ml de meio YP suplementado
com 2% de glicose e 10 mM de uridina foram inoculados com 5 X 10’
5  esporos de RutC30 de Trichoderma reesei. Seguindo incubacdo durante a
noite durante aproximadamente 16 horas a 27°C, 90 rpm, os micélios foram
coletados usando um sistema de filtragdo descartavel acionado por vacuo. Os
micélios foram lavados duas vezes em 100 ml de agua deionizada e duas
vezes em 1,2 M de sorbitol. Protoplastos foram gerados como descrito em
10  exemplo 6.
Duas microgramas de pSaMe-F1 DNA linearizado com Pme 1,
100 pl de protoplastos de RutC30 de Trichoderma reesei, e 50% de PEG
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foram diluidos em tampédo de amostra nativo (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) e
ciclados em um gel Tris-HCl CRITERION® 8-16% (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) usando 10X de tampdo de ciclo Tris/glicina (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) e entdo o gel foi depositado no topo de uma placa contendo 1% de
carboximetilcelulose (CMC). Apoés 1 hora de incubagdo a 37°C, o gel foi
colorido com 0,1% Congo Red durante 20 minutos. A placa foi entdo
descolorida usando 1 M de NaCl a fim de identificar regides de depuragdo
indicativas de atividade de endoglucanase. Duas zonas de depuragdo foram
visiveis, uma zona superior a aproximadamente 110 kDa e uma zona inferior
a aproximadamente 25 kDa. O tamanho de proteina previsto da fusdo de
variante BG41 de endoglucanase V de Humicola insolens e beta-glucosidase
de Aspergillus oryzae é de 118 kDa se as duas proteinas ndo forem clivadas e
permanecerem como um polipeptideo unico, glicosilagdo do dominio do
nucleo de endoglucanase V individual e dos fios de beta-glucosidase para
migracdo das proteinas individuais em um maior peso molecular do que
previsto a partir da sequéncia primaria. Se as duas proteinas sdo clivadas
entdo os tamanhos previstos para o dominio de nicleo de endoglucanase V de
Humicola insolens ¢ de 24 kDa e 94 kDa para variante BG41 de beta-
glucosidase de Aspergillus oryzae. Porque se tem uma zona de depuragdo em
aproximadamente 110 kDa, este resultado indicou que minimamente uma
populagcdo da proteina de fusdo de endoglucanase e beta-glucosidase
permanece intacta como uma proteina grande Unica. A zona de depuragdo
inferior representa, o mais provavelmente, uma atividade de endoglucanase
endogena, e possivelmente adicionalmente resulta de clivagem parcial do
dominio do nucleo de endoglucanase V de Humicola insolens a partir de -
glucosidase de Aspergillus oryzae.

Os resultados demonstraram que o ntcleo de endoglucanase V
de Humicola insolens estava ativo mesmo enquanto fusionado a beta-

glucosidase de Aspergillus oryzae. Além disso, o aumento em atividade de
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beta-glucosidase pareceu resultar de secre¢do aumentada de proteina com
relagdo a eficiéncia de secregdo da beta-glucosidase ndo fusdo. Por ligagdo da
sequéncia de variante BG41 de beta-glucosidase de Aspergillus oryzae para o
nucleo de endoglucanase V de Humicola insolens eficientemente secretado,
mais beta-glucosidase foi secretada.

Exemplo 11: Construgio de vetor pSaMe-FX

Plasmideo pSaMe-FX foi construido por modificacdo de
pSaMe-F1. Plasmideo pSaMe-F1 foi digerido com Bst Z17 e Eco RI para
gerar um fragmento de 1 kb que continha a sequéncia de codificacdo de
variante BG41 de beta-glucosidase e um fragmento de 9,2 kb contendo o
restante do plasmideo. Os fragmentos foram separados em um gel agarose a
1,0% usando tampdo TAE e o fragmento de 9,2 kb foi excisado e purificado
usando um kit de extra¢do de gel QIAQUICK® de acordo com as instrugdes
do fabricante. Plasmideo pSMail35 também foi digerido com Bst Z17 e Eco
RI para gerar um fragmento de 1 kb contendo bases homdlogas a sequéncia
de codificagdo de variante BG41 de beta-glucosidase de Aspergillus oryzae e
um fragmento de 8,5 kb contendo o restante do plasmideo. O fragmento de 1
kb foi isolado e purificado como acima.

Os fragmentos de 9,2 kb e 1 kb foram combinados em uma
reacdo de ligacdo usando um kit de ligagdo de DNA rapido seguindo as
instrugdes do fabricante para produzir pSaMe-FX, que é idéntico para pSaMe-
F1 exceto que continha a sequéncia de codificagdo madura de beta-
glucosidase de tipo selvagem em vez de uma sequéncia de codificacgdo
madura variante.

Células competentes de E. coli SURE® (Stratagene, La Jolla,
CA, USA) foram transformadas com o produto de liga¢do. A identidade da
construgdo foi confirmada por sequenciamento de DNA do promotor de gene
de celobiohidrolase 1 de Trichoderma reesei, sequéncia de sinal de

endoglucanase V de Humicola insolens, sequéncia de nuacleo de
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endoglucanase V de Humicola insolens, sequéncia de sinal de endoglucanase
V de Humicola insolens, sequéncia de codificagio madura de beta-
glucosidase de Aspergillus oryzae, e a sequéncia de terminador de gene de
celobiohidrolase I de Trichoderma reesei de plasmideos purificados a partir
de E. coli transformado. Um clone contendo o plasmideo recombinante foi
designado pSaMe-FX (figura 12). A sequéncia de DNA e a sequéncia de
aminoacido deduzidas da proteina de fusdo de beta-glucosidase de Aspergillus
oryzae sdo mostradas nas SEQ ID NOs: 75 e 76, respectivamente (ver figuras
15A, 15B, 15C, e 15D).
Exemplo 12: Transformacgio e expressao de transformantes Trichoderma

A construgdo de pSaMe-FX foi linearizada com Pme 1 e
transformada na cepa RutC30 de Trichoderma reesei como descrito no
exemplo 10. Um total de 63 transformantes foi obtido a partir de uma
transformagdo unica. Os transformantes foram cultivados em frascos de
agitacdo em meio induzindo celulase, e atividade de beta-glucosidase foi
medida como descrito no exemplo 6. Um nimero de transformantes pSaMe-
FX produziu atividade de beta-glucosidase. Um transformante designado
SaMe-FX16 produziu duas vezes a quantidade de atividade de beta-
glucosidase comparado a SaMeF1-9 de Trichoderma reesei (exemplo 10).
Exemplo 13: Analise de transformantes de Trichoderma reesei

Uma proteina de fusdo foi construida como descrito no
exemplo 9 por fusdo do nicleo de endoglucanase V de Humicola insolens
(contendo sua sequéncia de sinal prdpria nativa) com a sequéncia de
codificagdo madura de variante BG41 de beta-glucosidase de Aspergillus
oryzae ligada a sequéncia de sinal de endoglucanase V de Humicola insolens.
Esta constru¢ao de fusdo resultou em um aumento de duas vezes em atividade
de beta-glucosidase secretada comparado a sequéncia de codificagdo madura
de variante BG41 de beta-glucosidase de Aspergillus oryzae ligada a

sequéncia de sinal de endoglucanase V de Humicola insolens. Uma segunda
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construgdo de fusdo foi feita como descrito no exemplo 11 consistindo do
nucleo de endoglucanase V de Humicola insolens (contendo sua sequéncia de
sinal prépria) fusionado com a sequéncia de codificagdo de beta-glucosidase
de tipo selvagem de Aspergillus oryzae ligada a sequéncia de sinal de
endoglucanase V de Humicola insolens, e isto levou a uma melhora ainda
maior na atividade de beta-glucosidase. A cepa transformada com a fuso de
tipo selvagem tem duas vezes a atividade de beta-glucosidase secretada
relativa a cepa transformada com a fusio de variante BG41 de beta-
glucosidase.

Exemplo 14: Clonagem da sequéncia de codificaciio de proteina de fusio

de beta-glucosidase em um vetor de expressio de Aspergillus oryzae

Dois iniciadores de oligonucleotideo sintéticos, mostrados
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dGTP, e dCTP, 2,5 unidades de PLATINUM® Pfx DNA Polimerase, e 1 pl
de 50 mM de MgSO, em um volume final de 50 pul. Um EPPENDORF®
MASTERCYCLER® 5333 foi usado para amplificar o fragmento
programado durante 1 ciclo a 98°C durante 2 minutos; e 35 ciclos cada a
96°C durante 30 segundos, 61°C durante 30 segundos, e 68°C durante 3
minutos. Apds os 35 ciclos, a reagdo foi incubada a 68°C durante 10 minutos
e entdo resfriada a 10°C até ser ainda processado. Um produto de reagdo de
PCR de 3,3 kb foi isolado em um GTG-agarose a 0,8% (Cambrex
Bioproducts One Meadowlands Plaza East Rutherford, NJ, USA) usando
tampdo TAE e 0,1 ng de brometo de etidio por ml. O DNA foi visualizado
com o auxiliar de um DARK READER™ (Clare Chemical Research,
Dolores, CO, USA) para evitar mutagdes induzidas por UV. Uma banda de
DNA de 3,3 kb foi excisada com uma lamina de barbear descartavel e
purificada com um copo de girar ULTRAFREE®-DA (Millipore, Billerica,
MA, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante.

O produto PCR de 3,3 kb purificado foi clonado em um vetor
de pCR®4Blunt-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Quatro
microlitros do produto PCR purificado foram misturados com 1 pl de uma
solugdo de 2 M de cloreto de sédio e 1 ul do vetor TOPO®. A reagdo foi
incubada em temperatura ambiente durante 15 minutos e entdo 2 pl da reagdo
foram usados para transformar células de E. coli One Shot® TOPI10
quimicamente competentes, de acordo com as instru¢des do fabricante. Trés
aliquotas de 83 pl cada da reagdo de transformagdo foram espalhadas sobre as
trés placas de 150 mm 2X YT suplementadas com 100 pg de ampicilina por
ml e incubadas durante a noite a 37°C.

Oito col6nias recombinantes foram usadas para inocular
culturas liquidas contendo 3 ml de meio LB suplementado com 100 pg de
ampicilina por ml. DNA de plasmideo foi preparado a partir destas culturas

usando um BIOROBOT® 9600 (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA). Clones
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foram analisados por digestio de enzima de restricdio com Pac I. DNA de
plasmideo de cada clone foi digerido com Pac I e analisado por eletroforese
de gel agarose a 1,0% usando tampdo TAE. Todos os oito clones tém o
padrdo de digestdo de restrigio esperado e clones 5, 6, 7, e 8 foram
5  selecionados para serem sequenciados para confirmar que ndo se tem
mutagdes no inserto clonado. Analise de sequéncia de suas extremidades 5’ e
3’ indicam que todos os 4 clones tém a sequéncia correta. Os clones 5 e 7

foram selecionados para outro sequenciamento. Ambos os clones foram

sequenciados para valores Phred Q maiores do que 40 para assegurar que nio
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Clonagem do fragmento de 3,3 kb codificando a proteina de
fusdo de beta-glucosidase no vetor pAILo2 linearizado e purificado foi
realizada com um kit de ligagdo rapido. Uma amostra de 1 pl da reacdo foi
usada para transformar as células de E. coli XL10 SOLOPACK® Gold

5  (Stratagene, La Jolla, CA, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante.
Apos o periodo recuperado, duas aliquotas de 100 pl de uma reagdo de
transformag¢do foram colocadas sobre duas placas de 150 mm 2X YT
suplementadas com 100 pug de ampicilina por ml e incubadas durante a noite a

37°C. Um conjunto de oito clones recombinantes putativos foi selecionado de

10 modo aleatério dentre as placas de sele¢do e DNA de plasmideo foi preparado
_ dentre cada um usando um BIOROBOT® 9600. Os clones 1-4 foram
e p—— T e ——————— 7] ; S
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Aspergillus oryzae rendeu aproximadamente 90 transformantes. Cinquenta

transformantes foram isolados para placas de PDA individuais e incubados
durante cinco dias a 34°C.

Quarenta e oito placas de esporos confluentes foram lavadas

5 com 3 ml de 0,01% de TWEEN® 80 ¢ a suspensio de esporo foi usada para

inocular 25 ml de meio MDU2BP em 125 ml de frascos de agitagio de vidro.

Culturas transformantes foram incubadas a 34°C com agitagdo constante a

200 rpm. Apés 5 dias, 1 ml de aliquotas de cada cultura foi centrifugado a

12.000 x g e seus sobrenadantes coletados. Cinco pl de cada sobrenadante

10 foram misturados com um volume igual de tampéo de carga 2X (10% de beta-

mercaptoetanol) e carregados sobre um gel SDS-PAGE 1,5 mm 8%-16 %

Tris-glicina_g.colaridas _cam. pnlaracia, nteing  tine_BIN.SAFE®
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dentre as placas e transferidas para placas de PDA e incubadas durante 3 dias
a 34°C. Entdo os esporos foram espalhados através das placas e incubados
novamente durante 5 dias a 34°C.

As placas de esporos confluentes foram lavadas com 3 ml de
0,01% de TWEEN® 80 e a suspensio de esporo foi usada para inocular 25 ml
de meio MDU2BP em 125 ml de frascos de agitagdo de vidro. As culturas de
esporos unicas foram incubadas a 34°C com agitagdo constante a 200 rpm.
Apos 5 dias, uma aliquota de 1 ml de cada cultura foi centrifugada a 12.000 x
g e seus sobrenadantes coletados. Cinco ul de cada sobrenadante foram
misturados com um volume igual de tampdo de carga 2X (10% de beta-
mercaptoetanol) e carregados sobre um gel de SDS-PAGE 1,5 mm 8%-16%
Tris-glicina e coloridos com coloragdo de proteina BIO-SAFE® Commassie
Blue G250. Os perfis de SDS-PAGE dos caldos de cultura mostraram que
todos os oito transformantes foram capazes de expressar a proteina de fusfo
de beta-glucosidase em muitos niveis elevados e uma das culturas designada
JaLL355AIL 047 de Aspergillus oryzae produziu o melhor rendimento.

A invengdo descrita e reivindicada aqui ndo é limitada em
escopo pelos aspectos especificos aqui descritos, porque estes aspectos se
destinam a ser ilustragdes de varios aspectos da invengdo. Quaisquer aspectos
equivalentes se destinam a estar dentro do escopo da invenc¢do. De fato, varias
modificagdes da invengdo além das mostradas e aqui descritas serdo evidentes
para os versados na arte da descrigdo acima. Estas modificagdes também se
destinam a estar dentro do escopo das reivindicagdes anexas. No caso de
conflito, a presente descrigdo incluindo as defini¢des sera o controle.

Virias referéncias sdo citadas aqui, cujas descri¢gdes sdo

incorporadas por referéncia em suas totalidades




LISTAGEM DE SEQUENCIA

<110> Novozymes, Inc.
<120> Metodos para aumentar secrecido de polipeptideos tendo atividade
biolégica
<130> 10916.204-WO
<150> US 60/832,511
<151> 2006-07-21
<160> 76
<170> PatentIn version 3.4
<210> 1
<211> 923
<212> DNA
<213> Humicola insolens
<400> 1
atgcgttcct ccceccctect cecgectecgee gttgtggecg ccctgeccggt gttggccctt 60
gccgctgatg gcaggtccac ccgctactgg gactgctgeca agccttegtg cggctgggcec 120
aagaaggctc ccgtgaacca gcctgtettt tcctgcaacg ccaacttcca gecgtatcacg 180
gacttcgacg ccaagtccgg ctgcgagccg ggcggtgtcg cctactcegtg cgccgaccag 240
accccatggg ctgtgaacga cgacttcgcg ctcggttttg ctgccacctc tattgccgge 300
agcaatgagg cgggctggtg ctgcgcctge tacgagctca ccttcacatc cggtcctgtt 360
gctggcaaga agatggtcgt ccagtccacc agcactggcg gtgatcttgg cagcaaccac 420
ttcgatctca acatcceccgg cggcggcegtc ggcatcttcecg acggatgcac tccccagtte 480
ggcggtctgce ccggccagcg ctacggceggce atctcgtcce gcaacgagtg cgatcggttce 540
cccgacgccce tcaagcccgg ctgctactgg cgcttcgact ggttcaagaa cgccgacaat 600
ccgagcttca gecttceccgtca ggtccagtge ccagccgagce tcgtcecgctcg caccggatge 660
cgccgcaacg acgacggcaa cttcecctgeec gtccagatcecc cctccagcag caccagetcet 720
ccggtcaacc agcctaccag caccagcacc acgtccacct ccaccacctc gagcccgcca 780
gtccagccta cgactcccag cggctgcact gctgagaggt gggctcagtg cggcggcaat 840
ggctggagcg gctgcaccac ctgcgtcgect ggcagcactt gcacgaagat taatgactgg 900
taccatcagt gcctgtagaa ttc 923
<210> 2
<211> 305
<212> PRT
<213> Humicola insolens
<400> 2
Met Arg Ser Ser Pro Leu Leu Arg Ser Ala Val Val Ala Ala Leu Pro
1 5 10 15
Val Leu Ala Leu Ala Ala Asp Gly Arg Ser Thr Arg Tyr Trp Asp Cys
20 25 30
Cys Lys Pro Ser Cys Gly Trp Ala Lys Lys Ala Pro Val Asn Gln Pro
35 40 45
Val Phe Ser Cys Asn Ala Asn Phe Gln Arg Ile Thr Asp Phe Asp Ala
50 55 60
Lys Ser Gly Cys Glu Pro Gly Gly Val Ala Tyr Ser Cys Ala Asp Gln
65 70 75 80
Thr Pro Trp Ala Val Asn Asp Asp Phe Ala Leu Gly Phe Ala Ala Thr
85 90 95
Ser Ile Ala Gly Ser Asn Glu Ala Gly Trp Cys Cys Ala Cys Tyr Glu
100 105 110
Leu Thr Phe Thr Ser Gly Pro Val Ala Gly Lys Lys Met Val Val Gln
115 120 125
Ser Thr Ser Thr Gly Gly Asp Leu Gly Ser Asn His Phe Asp Leu Asn
130 135 140
Ile Pro Gly Gly Gly Val Gly Ile Phe Asp Gly Cys Thr Pro Gln Phe
145 150 155 160
Gly Gly Leu Pro Gly Gln Arg Tyr Gly Gly Ile Ser Ser Arg Asn Glu
165 170 175
Cys Asp Arg Phe Pro Asp Ala Leu Lys Pro Gly Cys Tyr Trp Arg Phe
180 185 190
Asp Trp Phe Lys Asn Ala Asp Asn Pro Ser Phe Ser Phe Arg Gln Val
195 200 205



210

225
Pro Val

Ser Ser

Arg Trp
Val Ala
290
Leu

305

<210> 3
<211> 1188
<212> DNA
<213>
<400> 3

cgacttgaaa
gtggctcaaa
tgtgtgtcgg
gcggcgtcga
cctccgtcegt
tcgggcgecg
ccgtcgactt
ttctcgatgg
cgcaacctga

Asn

Pro

Ala
275

Gln
Pro
260
Gln

Ser

Pro
245
Val

Thr

230
Thr

Gln

Gly

Ser
Pro
Gly

Thr

Thr

Thr

Asn
280

Ser
Thr
265
Gly

Ile

Thr
250
Pro

Trp

Asn

235
Thr

Ser

Ser

Ser
Gly

Gly

Cys
285

Ser
Thr
270
Thr

His

Thr
255
Ala
Thr

Glin

240
Thr

Glu

Cys

Gly

cgccccaaat
gtggtccgtg
gctaccactg
caacgctgca
ccaccacctc
agttcgggga
cggcgattca
agcgtctggt
ccgaggtggt

Lys
295

Myceliophthora thermophila

gaagtcctcc
gcagcaatgt
cgtctaccag
gacatcgacc
gcctagcaag
gggcaattac
gacgctcatc
gcccaaccag
caacttcgtg

Asp

atcctcgcca
ggtggcatcg
aacgattggt
acgtccaggc
ggcaagctga
cccggectcet
aatgatggat
ttgacgtcgt
acgaacgcgg

Trp
300

Tyr

gcgtcttcgce
gatggcaagg
acagccagtg
ccaccgccac
agtggctcgg
ggggcaagca
acaacatctt
ccttcgacca
gcaagtacgc

cacgggcgcce
atcgaccgac
cgtgcctggce
cagcaccgcc
cagcaacgag
cttcatcttc
ccggatcgac
gggttacctc
cgtcctggac

60
120
180
240
300
360
420
480
540




Val

Asn

Val
Val
225
Ala
Trp
Gln
Ser
Val
305
Leu
Thr
Ala

Phe

Lys
385

Tyr
Thr
Ile
210
Leu
Thr
Ser
Asn
Gly

290
Val

Leu

Glu
370
Lys

<210> 5

Phe
195
Phe
Asn

Ser

Lys
275
Thr

Glu
Leu
Trp
355

Pro

Tyr

Arg
180
Trp
Asp
Leu
Gln
Asn
260
Ile
His

Ala

Leu
340
Trp

Pro

Leu

Thr
165
Tyr
Thr
Thr
Asn
Tyr

245
Thr

Ala
Thr
Ala
325
Asp
Ala

Ser

Pro

Asn
Tyr
Asn
Asn
Gln
230

Ile

Thr

Glu

Gln
310
Gly

Leu
Asn
215
Ala
Phe
Asn

Glu

Cys
295

Thr
375

Gly
Asn
Ala
200
Glu

Ala

Met
280
Val
Leu
Ala
Gln
Pro

360
Gly

Asn

Asn

Asp

<211>
<212>
<213>
<400> 5

ggatccactt
ttgtagcgac
gcggcattgg
acgactatta
gcaacgcacc
gccgcacgcce
acatccccgg
tcatgggcaa
ctgccactgg
tcaactacat
acasataacesa

1232
DNA

agtaacggcc
cgtcgcgcectc
cttcagcgga
ctctcaatgc
gtccggcact
gttccagttc
tgttctgggce
gggaatgaat
catcacagga
caccggcaaa
YA CoOTatrctree

Myceliophthora thermophila

gccagtgtgce
agctcgccag
agcaccgtct
caacccggcg
tcgacggcecct
ttcggtgtca
accgactaca
accttccgta
cctctcgacc

ggcggetttg

At QA A

Lys Tyr Ala
170

Ile Ile Thr

185

Lys

Gln Phe

Tyr Asn Thr
Gly
235
Glu Gly Asn
250
Met Ala
265
His

Gln Tyr

Ser Ser Thr

Ala Asn
315
Ala Val
330
Asn Ser
345
Trp Gly

Tyr Asn

tggaaagcat
tattctctgt
gtgatgcagg
ctcccactgce
cggccccctce
acgaatccgg
cctggccgtce
ttccgttcecect
agacgtactt
ctctcattga

P N o e T e s .

Ala
Met
220
Ile
Ala
Ala
Leu
Ile
300
Gly

Cys

Asp

Tyr
380

Leu
Asp
285
Gly
Lys

Gln

Tyr
365
Asn

Asn
190
Asn
Gln
Ala
Ser
Thr
270
Ser
Ala
Leu
Gln
Trp
350
Met

Ser

Pro
175
Ala
Ser

Thr

Ala

Gln
Gly
Ala
335
Leu

Tyr

Ile

His
Phe
Leu
Leu
Gly
240
Ala

Pro

Ser

Val
320
Val
Gly

Ser

Leu

gaagtctctc
cgcagtctgg
cgccggcectgt
tacatccgcg
ctccagcctt
cgcggagttc
gccatccagc
catggagcgt
gggcggcctg
cccgcacaac

Nt N AT~

ttcctgtcac
gggcaatgcg
gtgaagctca
gcgccaagta
tgctctggca
ggcaacctga
attgacttct
cttgtccccce
cagacgattg
tttatgatct

e g vy b= ey e SN T

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

)



Pro
Ser
Asp
Ala
65

Ser
Val
Leu
Met
Leu
145
Leu
Phe
Ile
Val
His
225
Asn
Gly
Asp
Met
Val
305
Leu
Ser
Gln

Trp

Val
385

Val
Gly
Tyr
50

Pro
Ser
Asn
Gly
Gly
130
Val
Gly
Ala
Ser
Phe
210
Asp
Gly
Thr
Ala
His
290
Ser
Lys
Asn
Gln
Trp

370
Ser

<210> 7

<211>
<212>
<213>

<400> 7

Phe
Ser
35

Tyr
Ser
Ser
Glu
Thr
115
Lys
Pro
Gly
Leu
Sexr
195
Lys
Ile
Ile
Ser
Phe
275
Gln
Pro
Gln
Ser
Ser
355
Gly

Ala

1303
DNA
BASIDIOMYCETE CBS 495.95

Ser
20

Thr
Ser
Ser
Leu
Ser
100
Asp
Gly
Pro
Leu
Ile
180
Thr
Ser
Pro
Arg
Trp
260
Gly
Tyr
Thr
Asn
Ala
340
Gly

Asp

Ile

Val
Val
Gln
Asn
Cys
85

Gly
Tyr
Met
Ala
Gln
165
Asp
Ser
Asn
Ala
Ala
245
Thr
Ala
Leu
Ile
Asn
325
Cys
Val

Tyr

Leu

Ala
Cys
Cys
Ala
70

Ser
Ala
Thr
Asn
Thr
150
Thr
Pro
Asp
Ser
Gln
230
Ser
Gly
Ile
Asp
Gly
310
Leu
Ile
Trp
Tyr

Pro
390

Val
Asp
Gln
55

Pro
Gly
Glu
Trp
Thr
135
Gly
Ile
His
Phe
His
215
Thr
Gly
Ala
Lys
Ser
295
Ala
Lys
Ser
Leu
Gln

375
Gln

Trp
Ala
40

Pro
Ser
Ser
Phe
Pro
120
Phe
Ile
Val
Asn
Gln
200
Val
Val
Ala
Trp
Asp
280
Asp
Glu
Gly
Ala
Gly
360

Ser

Ala

Gly
25

Gly
Gly
Gly
Arg
Gly
105
Ser
Arg
Thr
Asn
Phe
185
Lys
Ile
Phe
Thr
Thr
265
Pro
Gly
Arg
Phe
Val
345
Ala

Ile

Leu

10
Gln

Ala
Ala
Thr
Thr
90

Asn
Pro
Ile
Gly
Tyr
170
Met
Phe
Phe
Gln
Ser
250
Trp
Asn
Ser
Leu
Leu
330
Gln
Leu

Glu

Leu

Cys
Gly
Pro
Ser
75

Pro
Leu
Ser
Pro
Pro
155
Ile
Ile
Trp
Asp
Leu
235
Gln
Thr
Asn
Gly
Gln
315
Gly

Gly

Pro

Pro
395

Gly
Cys
Thr
60

Thr
Phe
Asn
Ser
Phe
140
Leu
Thr
Tyr
Gln
Val
220
Asn
Leu
Thr
Asn
Thr
300
Ala
Glu
Ala
Trp
Pro

380
Phe

Gly
Val
45

Ala
Ala
Gln
Ile
Ile
125
Leu
Asp
Gly
Asn
Asn
205
Met
Gln
Ile
Ser
Val
285
Ser
Ala
Ile
Leu
Ala
365

Ser

Ala

Ile
30

Lys
Thr
Ser
Phe
Pro
110
Asp
Met
Gln
Lys
Gly
130
Leu
Asn
Ala
Leu
Gly
270
Ala
Gln
Thr
Gly
Cys
350
Ala

Gly

ggaaagcgtc
ttctgcggcec
cactgtttgc
gacgcccgcece
tcactcaacg
aactaccact
ctctggctcc
gaacactgct
ggactacttc

agtatggtga
aatgcggctt
gacgccggtc
gcgggccaga
gtcactacgg
ccgtcgacca
aggacgaagt
tggccagggce
atgggggctg

aatttgcgcet
ctatctacca
tcgecttgegt
caacgacggg
ggagctcaca
ccacgaccct
tcaagttctt
agctcgggaa
gattcaatac

tgtggcaact
gcaatgtgga
tatcctcaat
ctcgggcgcea
ctcaacaacc
acccgccatc
cggtgtgaat
agactataca
attccgtatc

gtcggcgcaa
ggcattggat
gcgtactact
ccggcgtcaa
gggacgacgg
tctgtgtctg
gaaagcggcg
tggccttege
accttcttga

15
Gly Phe

Leu Asn

Ser Ala

Ala Pro
80
Phe Gly
95
Gly Vval

Phe Phe

Glu Arg

Thr Tyr
160
Gly Gly
175
Gln Thr

Ala Gly

Glu Pro
Val
240
Glu

Ala

Val
255
Asn Ser

Ile Gln

Thr Cys

Gln Trp
320
Ala Gly
335
Ser Met

Gly Pro

Pro Ala

tcttgagcgc
ggtctgggtc
ttcagtgctt
catcaacctc
cgacgaaaac
gtcgcgtctg
ccgaattcgg
ctagcagcgt
tggagcgtat

60
120
180
240
300
360
420
480
540




gagccctccg
caccattgtc
catgcgttac
tttggccact
Cggaatcgat
cgctggcgcet
gtgggtctcg
ggcaattgaa
ctcctccacce
actcaaggga
gttcgatgaa
ggctgcgggt
tatcccagaa
<210> 8
<211> 429
<212> PRT
<213>
<400> 8
Met Val
1
Ser Ala
Trp Ser
35
Ala
50
Gly

Asn

Thr
65
Thr Thr

Thr Thr

Gly Arg

Glu
130
Lys

Asn

Gly
145

Gly Ala

Ser Pro

Ser Gly

195
Ile

Ala Leu

210

Ser Ser

225

Phe Lys

Gly Ile

Ser Ile

275

Thr Ser Tyr

290

Ala Phe Ala

305

His Gln Tyr

Ser Ser Thr

Gln Gln Thr

BASIDIOMYCETE
Lys
Ala
Gly
Tyr
Ser
Gly
Thr
Val
115
Ser
Asp
Gly
Pro

Leu

Thr
Ser
Asp

Arg

gctaccggac
gactacatca
aacaacggca
gtattcaaat
gcgcagaccg
acgtcacagt
tccggaaacg
atgcaccaat
attgggtcgc
ttcctcggag
ctttgctata
ccctggtggg
gtccttcectce

Phe Ala
5
Asn Ala
20
Ser Thr

Tyr Phe

Gly Ala
Ser
85

Ser

Ser

Pro
100
Cys Ser

Gly Ala

Tyr Thr

CBS
Leu
Ala
Val
Gln
Pro
70

His
Thr
Gly

Glu

Trp

tcactggccc
Cgaacaaagg
taatcagcag
ccacgaagaa
tatacgaact
tgattctggt
gagctgcttt
acctcgacag
aacgtctcca
agacgggtgc
tgcaacagca
gcacgtacat
agggtctcge

495.395

Val Ala

Ser Ile

Cys Asp
40
Cys Leu

Ala Ser

Ser Thr

Thr Thr

Ser Arg
120
Phe Gly
135

Pro Ser

150

Phe Asn
165
Ala Thr
180
Thr Thr

Asp Pro

Ser Asp

Thr
Gly
Ile
His

Phe

Phe Arg

Leu Thr

Val Asp
200
Asn Phe
215

Ala Thr

230

Thr Lys
245
Ala Gln
260
Ala Ala

Thr Gly

Ala Val

Asn
Thr
Gly
Ala

Thr

Ala Ile

Val Tyr
Thr
280
Thr

Ala

Trp
295

Asp Pro

310

Leu Asp
325
Ile Gly
340

Gly Leu

Ser
Ser

Lys

Asp Gly

Gln Arg

Gly Phe

5

attcaaccag
aggatacgct
cacatctgac
cgccatcttc
gaatcaagct
tgaaggaacg
cgcggccgtt
cgacggttct
agctgccact
tgggtcgaat
aggcggctcc
ttactcgatt
tccattcctce

Thr val
10

Gln

Gly
Tyr Gln
25
Ala

Gly Leu

Thr Pro Ala
Thr
75

Thr

Thr Ser

Thr Gly
90

Thr Leu Pro
105
Thr

Lys Phe

Asn Thr Ala
Ser
155

Phe

Pro Ser

Thr
170
Pro

Ile
Gly Phe
185
Tyr

Ile Thr

Met Arg Tyr
Ser
235

Ile

Trp Trp

Phe Asp
250
Glu Leu
265

Ser

Asn

Gln Leu

Trp Val Ser
Asn
315

Thr

Tyr Asn

Ser Gly
330
Leu Gln Ala
345
Leu

Gly Glu

acgtacctgt
cttattgacc
ttcgcgactt
gacatccaga
gccatcaatt
tcatacactg
acggatcctt
gggacaaacg
gcgtggcetge
tcccagtgcea
tggatcggtg
gaacctccga
tag

Ala Tle

Cys Gly
30
Ala Cys
45
Ala Gly
60
Ser His

Thr Ala

Ala Ile

Phe
125
Pro

Lys

Trp
140
Val Asp

Leu Met

Asn Gln

Asn Lys
205
Asn Asn
220
Asn Leu

Gln Asn

Gln Ala

Ile Leu
285
Ser Gly
300
Thr Ala

Asn Glu

Ala Thr

Thr Gly

Leu
Gly
Val
Gln
Ser
Thr
Ser
110
Phe
Gly
Tyr
Glu
Thr
190
Gly
Gly
Ala
Glu
Ala
270
Val

Asn

Ile

Ala
350
Ala

cgggcctcac
cccacaactt
ggtggagcaa
acgagccgta
cgatccgcgce
gagcttggac
acaacaacac
aagactgtgt
aacaaacagg
tcgacgccgt
cactctggtg
gcggtgccgce

Ser Ala
15
Ile Gly

Ile Leu

Thr Thr

Thr Val
80
Lys Thr
95
Val Ser

Gly Val

Gln Leu

Phe Met
160
Arg Met
175
Tyr Leu

Gly Tyr

Ile Ile

Thr Val
240
Pro Tyr
255
Ile Asn

Glu Gly

Gly Ala

Glu Met
320
Cys Val
335
Trp Leu

Gly Ser

600
660
720
780
840
800
360
1020
1080
1140
1200
1260
1303




355
Asn Ser Gln

370

360

Cys Ile Asp Ala Val

375

Gln Gln Gly Gly Ser Trp Ile Gly
390
Thr Tyr Ile Tyr Ser

385

Trp Trp Gly

Ile Pro Glu

<210> 9
<211> 1580
<212> DNA
<213> Thiel
<400> 9
agcccecccgt
gctctcgecag
cacgacgccg
cgccagcacc
ggttgaggcc
ggccgacgtc
ggcgatccag
ccgcgactgce
caagaccgag
agggaaaggg
caccccaaca
aacagcaact
gccctcaaga
tggctcggct
aacgccggcet
tggtgagctt
cccceccecectcece
gggcaccagg
gtgccagaac
gcccaaccac
gggtgactgg
tgcacgtcgt
tgttctgectt
gccgacgcegt
tcgccgegcet
ggcacctgga
gacggtccag
<210> 10
<211> 396
<212> PRT

<213> Thielavia

<400> 10

Met Lys Leu

1
Leu Ala Ala

Ala Gly Cys
35
Lys Lys Tyr
50
Ala Ala Val
65
Lys Val Ala

Ile Gly Lys
Leu Gly Leu

115
Ala Ser Asn

405

Val Leu Pro Gln Gly

420

avia terrestris

tcaggcacac
tcggececgege
caggcgccga
aacgtttgga
gcggtggcge
ggcaccttcc
gacgtgccct
gcggccaagg
tacatcgaca
ttgactgact
cggcgttcgce
tggacacgtg
acctcaacct
gggacgccaa
cgcccaagca
ttttcecattc
cccaagcacc
gatcaatcgc
gagaagatct
gccatcgtcg
tgcaacgtca
ggtccttttc
cctctctagg
tcgtgtgggt
acgacagctt
acgaggccta
catcatccgg

ttggcatcag
tggcggcact
ggcaggcttc
agaagtacac
agatctcgga
tgtggctcga
gcgagaacat
cgtccaacgg
gtgagtgctg
gacacggcgc
gctggtcatc
ctcgagcagc
gcccaacgtg
cctgcagccce
gctccgecgge
catttcttct
cactggcgtt
ccggcgaatt
acgtcagcac
acacgggccg
acggtgcagg
aagcagccgt
cttcggcegtg
caagcccggce
ctgcggcaag
cttcgagatg

terrestris

Ser Gln Ser Ala Ala

5

Pro Ser Pro Thr Thr

20

Ser Ser Ala Val Thr

40

Thr Leu His Pro Asn

55

Ala Gln Ile Ser Asp

70

Asp Val Gly Thr Phe

85

Leu Glu Pro Ala Ile

100

Val Ile Tyr Asp Leu

120

Gly Glu Leu Lys Val

Phe Asp Glu

Ala Leu Trp
395
Ile Glu Pro
410
Leu Ala Pro
425

atcagcttag
caccgcgacg
agccggctgce
gctgcacccc
cccggacctce
ctcgatcgag
cctgggcecectg
cgagctcaag
cccceccececgggt
actgcagaga
gagccggact
gcgtcgggcet
atcatgtacc
ggcgcgcagg
ttctcgacca
tcctcttcecte
ccggcttget
ctcccaggcg
cttcggctcc
caacggcgtc
ttcgttgtct
gtttggttgg
cgcccgacga
ggcgagtcgg
gacgacgcecct
ctgctcaaga

Leu Ala Ala
10

Pro Gln Ala

25

Leu Asp Ala

Ser Tyr Tyr

Pro Asp Leu
75
Leu Trp Leu
90
Gln Asp Val
105
Pro Gly Arg

Gly Glu Ile

365
Leu Cys Tyr
380
Trp Ala Ala

Pro Ser Gly

Phe Leu

cagcgcctgce
gcgctcgecg
tcgtctgcgg
aacagctact
gccgccaagg
aacatcggca
gtcatctacg
gtcggcgaga
tcgagaagag
tcgtgtcgat
cgctgcccaa
accgcgaagg
tcgacgccgg
agctagccaa
acgtggccgg
tcttcecgectcece
gactcggcct
tccgacgcecca
gcgctccagt
accggcctgce
tctttttctce
gggagatgga
gcaacacggg
acggcaccag
tcaagccctc
acgccgtgcece

Leu Thr Ala

Pro Arg Gln
30

Ser Thr Asn

45

Arg Lys Glu

Ala Ala Lys

Asp Ser Ile

Pro Cys Glu

110

Asp Cys Ala
125

Asp Arg Tyr

Met Gln

Gly Pro

400
Ala Ala
415

acagcatgaa
cccecectegec
tcacgctcga
accgcaagga
ccaagaaggt
agctggagcc
acctgccggg
tcgaccgcta
cgtgggggaa
cctcaaggca
cctggtgacc
cgtggcttac
ccacggcggce
ggcgtacaag
ctggaactcc
cactctgcag
cccttteccce
agtacaacaa
cggccggcat
gcaaggagtg
ctcttttgtt
ctccggctga
cctcgagctg
cgacagctcg
gcccgaggcec
gtcgttctaa

Thr Ala
15
Ala Ser

Val Trp
Val Glu
Ala Lys
80

Glu Asn
95

Asn Ile
Ala Lys

Lys Thr

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1580




130 135
Glu Tyr Ile Asp Lys Ile Val Ser
145 150
Ala Phe Ala Leu Val Ile Glu Pro
165
Asn Ser Asn Leu Asp Thr Cys Ser
180
Gly Val Ala Tyr Ala Leu Lys Asn
195 200
Tyr Leu Asp Ala Gly His Gly Gly
210 215
Gln Pro Gly Ala Gln Glu Leu Ala
225 230
Pro Lys Gln Leu Arg Gly Phe Ser
245
Trp Asp Gln Ser Pro Gly Glu Phe
260
Asn Lys Cys Gln Asn Glu Lys Ile
275 280
Leu Gln Ser Ala Gly Met Pro Asn
290 295
Asn Gly Val Thr Gly Leu Arg Lys
305 310
Asn Gly Ala Gly Phe Gly Val Arg
325
Leu Ala Asp Ala Phe Val Trp Val
340
Thr Ser Asp Ser Ser Ser Pro Arg
355 360
Asp Ala Phe Lys Pro Ser Pro Glu
370 375
Phe Glu Met Leu Leu Lys Asn Ala
385 390
<210> 11
<211> 1203
<212> DNA
<213> Thielavia terrestris
<400> 11
atgaagtacc tcaacctcct cgcagctctc
cccagcatcg aggccagaca gtcgaacgtc
attaggtcgt acgcccaaaa gcttgaggag
cagctcaacg ctgcgaggac acggacggtg
gataccaatg gtattggagc cattcgacct
cgcactggac agaaggtcat cgtccaaatc
tctgccaacg cctcgactgg agagttcacc
aactttgtca acaccatcgc ccgcgagctc
gccctectcece tcgaacccga cgcacttgcec
tgccgaatcg ccgctccecege ttacaaggag
aagcccaacg tcgacgtcta catcgacgcce
aacctccgcc ccttcecgecga actcttcaag
cccaacgcca aggtccgcecgg cgteccecgte
gaagtccgcg agcccttcac cgagtggaag
gtcctcaccc cgcacctcaa cgccgteggce
cgcggtggca agggcggtat caggacggag
gggttcggta tcaggcctac tgcggatcag
attgtgtggg ttaagccggg tggagagtcg
tatgatccta cgtgcaggag tccggtggeg
ttcaacgagt atgttgttaa cctcgttttg
taa
<210> 12
<211> 400
<212> PRT

<213>

Thielavia terrestris

Ile Leu Lys
155
Ser Leu
170

Ser

Asp

Ser Ala

185

Leu Asn Leu

Trp Leu Gly

Lys Ala Tyr

235
Val

Thr Asn

250
Ser Gln Ala
265
Tyr

Val Ser

His Ala Ile

Glu Trp Gly
315
Thr Ser
330

Pro

Pro

Lys Gly

345
Tyr

Asp Ser

Ala Gly Thr

Val Ser

395

Pro

ctcgccgtcg
aacccataca
accgtcagga
cagaacgttg
ctcatccaag
gtcgtctaca
gtaggaaacg
tcgactgctg
aacctcgtca
ggtatcgcct
gccaacggtg
gaagtctacg
aacgtctcca
gacgcctggg
ttcteccgege
tggggccagt
ggcgtgctcc
gatggcacga
catgttcccg
aacgctaacc

140

Ala His Pro

Pro Asn Leu

Ser Gly Tyr
190
Asn Val
205

Asp

Pro
Trp Ala
220
Lys

Asn Ala

Ala Gly Trp
Ala
270

Gly

Ser Asp

Thr Phe
285
Val Asp Thr
300
Asp

Trp Cys

Asn Thr Gly

Glu Ser
350
Gly

Gly
Phe Cys
365
Trp Asn Glu
380

Phe

ctcctectcecte
tcggcaagag
ccttccagca
cgactttcge
atgctctcgce
acctcccaga
acggtctcaa
acgctgacaa
ccaacgcgaa
acaccctcge
gctggctcgg
acctcgcccg
actacaacca
acgagagccg
acttcatcgt
ggtgcaacgt
agaacccgaa
gtgatttgaa
ctcctgaggce
cccctcecttga

Thr
160
Thr

Asn

Val
175
Arg Glu

Ile Met

Asn Leu

Ser
240
Ser

Gly

Asn
255
Lys Tyr

Ser Ala

Gly Arg
Val
320
Glu

Asn

Leu
335
Asp Gly

Lys Asp

Ala Tyr

cctcgctgceca
ccecgcectegtt
acgtggcgac
ctggatctcg
ccagcaggct
tcgcgactgce
ccgatacaag
gctccacttt
tgccceccagg
caccttgtcc
ctggaacgac
ccgcatcaac
gtaccgcgcect
ctacgtcaac
tgaccaggga
taggaacgct
tgtggatgcg
ctcgaacagg
tggccagtgg
gcctacctgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1203




<400> 12
Met Lys Tyr
1
Ser

Leu Ala

Tyr Ile
35

Glu Glu Thr
50

Ala Arg

65

Asp

Thr

Thr Asn

Ala Gln Gln
Leu
115

Val

Tyr Asn

Phe Thr
130
Thr Ile
145

Ala

Ala

Leu Leu

Asn Ala Pro
Thr
195

Ala

Ala Tyr
Ala
210
Ala

Asp

Phe
225
Pro

Glu

Asn Ala

Gln Tyr Arg
Glu
275

Phe

Trp Asp

Val Gly
290
Gly Gly Ile
305
Gly

Phe Gly

Asn Val Asp

Thr Ser Asp
355
Val Ala His
370

Val Val
385

<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 13

gccgttgtceca
ctccceetttg
ccaacgtgga
gactggaact
ggggtcgacc
ggcgtcaact

tatttcaagg

Asn

13
1501
DNA

Gly

Leu Asn

Ala
20
Lys

Pro
Ser
Val Arg
Thr
Ile

85
Arg

Gly

Ala
100
Pro Asp

Gly Asn

Arg Glu
Glu
165
Cys

Leu

Arg
180
Leu Ala

Asn Gly

Leu Phe
Val
245
Glu

Lys

Ala
260
Ser Arg

Ser Ala

Arg Thr

Ile Arg
325
Ala Ile
340
Leu Asn

Val Pro

Leu Val

Leu
Ser
Pro
Thr
Val
70

Gly
Thr
Arg
Asp
Leu
150
Pro
Arg
Thr
Gly
Lys
230
Arg
Val
Tyr
His
Glu
310
Pro
Val
Ser

Ala

Leu
390

Leu
Ile
Leu
Phe
55

Gln
Ala
Gly
Asp
Gly
135
Ser
Asp
Ile
Leu
Trp
215
Glu
Gly
Arg
Val
Phe
295
Trp
Thr
Trp
Asn
Pro

375
Asn

Thielavia terrestris

Ala
Glu
Val
40

Gln
Asn
Ile
Gln
Cys
120
Leu
Thr
Ala
Ala
Ser
200
Leu
Val
Val
Glu
Asn
280
Ile
Gly
Ala
Val
Arg
360
Glu

Ala

Ala
Ala
25

Ile
Gln
Val
Arg
Lys
105
Ser
Asn
Ala
Leu
Ala
185
Lys
Gly
Tyr
Pro
Pro
265
Val
Val
Gln
Asp
Lys
345
Tyr

Ala

Asn

Leu
10

Arg
Arg
Arg
Ala
Pro
S0

Val
Ala
Arg
Asp
Ala
170
Pro
Pro
Trp
Asp
Val
250
Phe
Leu
Asp
Trp
Gln
330
Pro
Asp

Gly

Pro

Leu
Gln
Ser
Gly
Thr
75

Leu
Ile
Asn
Tyr
Ala
155
Asn
Ala
Asn
Asn
Leu
235
Asn
Thr
Thr
Gln
Cys
315
Gly
Gly
Pro

Gln

Pro
395

Ala
Ser
Tyr
Asp
60

Phe
Iile
Val
Ala
Lys
140
Asp
Leu
Tyr
Val
Asp
220
Ala
Val
Glu
Pro
Gly
300
Asn
Val
Gly
Thr
Trp

380
Leu

Val
Asn
Ala
45
Gln
Ala
Gln
Gln
Ser
125
Asn
Lys
Val
Lys
Asp
205
Asn
Arg
Ser
Trp
His
285
Arg
Val
Leu
Glu
Cys
365
Phe

Glu

Ala
Val
30

Gln
Leu
Trp
Asp
Ile
110
Thr
Phe
Leu
Thr
Glu
190
Val
Leu
Arg
Asn
Lys
270
Leu
Gly
Arg
Gln
Ser
350
Arg

Asn

Pro

agatgggcca
tgaaggctca
agtgcacgac
accgttggat
acacgctgtg
acacgagcag
ggagcaacgg

gaagacgctg
gcagcccgge
cgccggcggce
ccacaatgcc
tccagatgag
cggtgtcacc
gcagaccaac

cacggattcg
aacttcacgc
tgcgttcagce
gacggcaccg
gcgacctgcg
acatccggca
agcgtttcgce

ccgccacggce
cggaggtgca
aggacacttc
cctcgtgceac
cgaagaactg
gttcgctgac
ctcgtctcta

Pro Leu
15
Asn Pro

Lys Leu

Asn Ala

Ile Ser
80
Ala Leu
95
Val Val

Gly Glu

Val Asn
Phe
160
Ala

His

Asn
175
Gly Ile

Tyr Ile

Arg Pro

Ile Asn
240
Tyr Asn
255
Asp Ala

Asn Ala

Gly Lys
Ala
320
Pro

Asn

Asn
335
Asp Gly

Ser Pro

Glu Tyr

Thr Trp
400

tttggcegtt
cccgcaactg
ggtggtgctc
gacgtccagce
cttcgtggaa
gatgaggcag
cctgctcggce

60
120
180
240
300
360
420




tcggatggaa
Ctctccacgce
ggtggcagga
cagtgtcccg
tgcaacgaga
tgcgccaacg
aagagctact
cgcttcatca
gtgcagaatg
ggctgcacct
ggcatggtgc
agcggcaaca
tacccggaca
caggtctcgg
acctcgacca
ggcggaatcg
cctacgcagt
ccctggtact
9

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

14
464
PRT

14

Thielavia

actacgtaat
tccecectgegg
accagtacaa
tgcagacgtg
tggacatcct
gcagctgcga
acggaccggg
ccgacgacgg
gcaagacggt
cggcccaggc
tgaccttcag
acggcccgtg
cccacgtggt
gaggcggcaa
cgaccaccac
gggtacgtca
ggactggacc
accagtgcct

gctcaagctg
cgagaacggc
caccggcggt
gatgaacggc
cgaggccaac
caagagcggg
cctcacggtt
cacgaccagc
cgcgtcggcet
gttcggcggg
catctggaac
cagcagcacc
cttctccaac
cggcggcetcg
caccgccccg
accgcctcct
gaccgtctgce
ctaaagtatt

terrestris

9

ctcggccagg
gcgctgtacc
gccaactacg
acgctgaaca
tcccgecgceca
tgcggactca
gacacgtcga
ggcaccctca
gcgtccggag
ctggccaaca
gacgctgggg
gagggcaacc
atccgctggg
accaccacca
acggccactg
gcattctgtt
gaatcgccgt
gcagtgaagc

agctgagctt
tgtccgagat
gctcgggcta
ccaacgggca
acgcgatgac
acccctacgce
agcccttcac
accagatcca
gcgacatcat
tgggcgcggce
gctacatgaa
cgtccaacat
gagacatcgg
cgtcgaccac
ccacgcactg
gaggaagtta
acgcatgcaa
catactccgt

cgatgtcgat
ggacgcgacc
ctgtgacgcc
gggctactgc
acctcacccc
cgagggctac
catcattacc
gcggatctat
cacggcatcc
gcttggacgg
ctggctcgac
cctggccaac
ctcgacggtc
cacgctgagg
gggacaatgc
actaacgtgg
ggagctgaac
gctcggcatg

Met Gly Gln

1
Leu

His
Gln
Asn
65

Thr
Gly
Thr
Ser
Lys
145
Pro
Gly
Tyr
Asn
Ala
225
Ser
Lys
Thr

Leu

Ser

Pro
Pro
Gln
50

Ala
Leu
Val
Met
Pro
130
Leu
Cys
Gly
Cys
Thr
210
Asn
Cys
Ser
Ile
Asn

290
Ala

Phe
Gln
35

Asp
Asp
Cys
Asn
Arg
115
Arg
Leu
Gly
Arg
Asp
195
Asn
Ser
Asp
Tyr
Ile
275
Gln

Ala

Lys
Val
20

Leu
Thr
Gly
Pro
Tyr
100
Gln
Leu
Gly
Glu
Asn
180
Ala
Gly
Arg
Lys
Tyr
260
Thr
Tle

Ser

Thr
5
Lys
Pro
Ser
Thr
Asp
85
Thr
Tyr
Tyr
Gln
Asn
165
Gln
Gln
Gln
Ala
Ser
245
Gly
Arg
Gln

Gly

Leu
Ala
Thr
Val
Ala
70

Glu
Ser
Phe
Leu
Glu
150
Gly
Tyr
Cys
Gly
Asn
230
Gly
Pro
Phe

Arg

Gly

His
Gln
Trp
Val
55

Ser
Ala
Ser
Lys
Leu
135
Leu
Ala
Asn
Pro
Tyr
215
Ala
Cys
Gly
Ile
Ile

295
Asp

Gly
Gln
Lys
40

Leu
Cys
Thr
Gly
Gly
120
Gly
Ser
Leu
Thr
Val
200
Cys
Met
Gly
Leu
Thr
280
Tyr

Ile

Phe
Pro
25

Cys
Asp
Thr
Cys
Val
105
Ser
Ser
Phe
Tyr
Gly
185
Gln
Cys
Thr
Leu
Thr
265
Asp
Val

Ile

Ala
10

Gly
Thr
Trp
Thr
Ala
90

Thr
Asn
Asp
Asp
Leu
170
Gly
Thr
Asn
Pro
Asn
250
Val
Asp
Gln

Thr

Ala
Asn
Thr
Asn
Ser
75

Lys
Thr
Gly
Gly
Val
155
Ser
Ala
Trp
Glu
His
235
Pro
Asp
Gly

Asn

Ala

Thr
Phe
Ala
Tyr
60

Ser
Asn
Ser
Gln
Asn
140
Asp
Glu
Asn
Met
Met
220
Pro
Tyr
Thr
Thr
Gly

300
Ser

Ala
Thr
Gly
45

Arg
Gly
Cys
Gly
Thr
125
Tyr
Leu
Met
Tyr
Asn
205
Asp
Cys
Ala
Ser
Thr
285

Lys

Gly

Leu
Pro
30

Gly
Trp
Val
Phe
Ser
110
Asn
Val
Ser
Asp
Gly
190
Gly
Ile
Ala
Glu
Lys
270
Ser

Thr

Cys

Ala
15

Glu
Cys
Ile
Asp
val
95

Ser
Ser
Met
Thr
Ala
175
Ser
Thr
Leu
Asn
Gly
255
Pro
Gly

Val

Thr

Val
Val
Val
His
His
80

Glu
Leu
Val
Leu
Leu
160
Thr
Gly
Leu
Glu
Gly
240
Tyr
Phe
Thr

Ala

Ser

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1501




305
Ala

Gly
Asn

Asn

Gln
Met
Trp

Pro

Ala
Val
Leu

355
Ser

Phe
Leu
340
Asp

Asn

Gly
325
Thr

Ser

Ile

310

Gly Leu
Phe
Gly

Leu

370
Ser Asn
385
Gly Gly

Thr Ser

Trp Gly
435
Pro
450
<210> 15
<211> 1368
<212> DNA
<213> Thiel
<400> 15
accgatccgce
gctggccgeg
gcagaagtgc
gtccgcecgcecge
cctgtgctcg
ggcccacggc
cgacggcacc
ctacgaggac
cgtctgcgge
cccgctgaac
gttggacttt
tttctgaccg
acgagatgga
acgcgacgcg
gcgacgaatg
gcaacctgac
acgggcgggc
tgatccagaa
tctgcaacgce
ccatcggccg
actggctcga
tcctgcagca
gcagcacgta
<210> 16
<211> 423
<212> PRT

Ser

<213> Thielavia

<400> 16
Met Ala
1

Ala

Pro

Ala Ala

Thr Thr
35
Val

Leu

Thr Ser

50

Asp Pro Asn

65
Lys

Ser Cys

Ile
Asn
Thr
Gln

Tyr

Arg Trp

Gly

Ala

Ser Ile

Asn
360
Asn

Asn

Ala
375

Asp Ile

390

Gly Gly
405
Thr Thr
420
Cys Gly

Ala Cys

avia terres
tcgaagatgg
gcccagcaga
actctccgeg
tcgctgcaca
gacgcgaagt
gtggcgacca
tacaggaccg
ttcaagctgc
atgaacggcg
ccggcgggcg
atcaacggcg
gaatccgccce
catctgggag
ggtgtacaag
ggggtgctcg
ggtggacacg
ggacggcgag
ccacgcggtce
gacggccacc
cggcatggtg
cagcggcaac
gcacccggac
caagagcgag

Ser
5
Gln

Lys
Gln I1
20

Gln Lys

Val Leu

Thr Ser
70

Gly Lys

Ser
Thr
Gly

Lys

Thr

Cys
Asp
Cys

Asn

Thr Thr

Thr Thr

Ile Gly
440
Glu Leu

455

tris

cgcccaagtce
tcggcaaagc
gcgggtgcaa
aggtcgggga
cgtgcggcaa
agggcgacgce
tctcgecgeg
tcaacgccga
ccctgtactt
ccacgtacgg
aggtatttct
tcttagctca
gccaacgcgc
tgcgacacgg
tacaacccgt
aaccgcaagt
ctgaccgaga
acggecgggceg
tggacgcagc
ctcatcttca
gccgggccect
gccagcgtca
tgcagccact

terrestris

Val Leu

e Gly Lys

Thr Leu
40
Ser Ser
55
Ser Val

Cys Ala

Asn

Trp
345
Gly

10

Met
330
Asn

Pro

Pro

315
Gly

Asp

Cys

Ala

Ala

Ser

Thr

Ala
Gly
Ser

365
His

Leu
Gly
350
Thr

Val

Gly
335
Tyr
Glu

Val

320
Arg

Met
Gly

Phe

Ala

Asn

Ala
Ala
Arg

Ala

Tyr Asp
Thr
395
Ser

Gly Ser

Thr Thr
410
Pro Thr
425
Trp

Thr Gly

Pro Trp

tacagttctg
cgtgcccgag
gcctgtcecge
ccccaacacc
gaactgcgcg
cctcacgctg
cgtatacctc
gctcagcttc
ctccgagatg
cacgggctac
tctctcttcet
acaccaacca
tggcgcaggce
cggacgagtg
ccaacttcgg
tcacggtgac
tccggecggcet
gggcgacgta
agcggggcgg
gcctgtgggt
gcaacgccac
ccttctccaa
agagtagagc

Ala
10
Val

Trp

Pro
25
Gly

Arg Ser

Gly Asp
75
Gly

Gly

Leu Glu

380

Val Gln Val

Thr Thr Thr
Ala
430

Val

Ala Thr

Thr
445
Tyr

Pro
Tyr Gln
460

gccgcctggce
gtccacccca
acctcggtcg
agctgcagcg
ctcgagggcg
caccagtggc
ctgggcgagg
gacgtcgacg
gagatggacg
tgcgacgcgce
gtttttcttt
cacgtacggg
gctcacgccg
cgggcagceg
ggtcaaggac
gacgcagttc
gtacgtgcag
cgacagcatc
gctcgcgcge
tgacaacggc
cgagggcgac
catccgatgg
ttgtaatt

Leu Leu Ser
His
30
Pro

Glu Val

Cys Lys
45
Leu His
60

Leu

Lys

Cys Ser

Val Asp Tyr

Ser Gly
400
Leu Arg
415
Thr His

Cys Glu

Cys Leu

tgctctcctc
aactgacaac
tgctcgactc
tcggcggcga
tcgactacgc
tcaagggggce
acgggaagaa
tgtcccagcet
gcggccgeag
agtgccccaa
tccatcgcectt
gcgtgctgca
cacccgtgca
gtgggcgtgt
tactacgggc
gtgacgtcca
gacggcgtgg
acggacggct
atgggcgagg
ggcttcatga
ccggccctga
ggcgagatcg

Ser Leu
15
Pro Lys

Val Arg

Val Gly
Ala
80

Ala

Asp

Ala

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1368




His Gly

Lys Gly

Leu Gly
130
Glu Leu
145
Gly Ala

Leu Asn

Cys Pro

Val
Ala
115
Glu
Ser
Leu

Pro

Lys

85
Ala Thr
100
Asp Gly

Asp Gly

Phe Asp

Lys
Thr
Lys

Val

Gly Asp

Tyr Arg
120
Asn Tyr
135

Asp Val

150

Phe
165
Gly

Tyr

Ala
180

Leu Asp

195

Tyr Gly
210
Ala Gln
225
Cys Asp

Trp Gly

Gly Arg

Gln Phe
290
Arg Arg
305
Thr Ala

Ala Thr

Glu Ala

Asn Gly
370
Asn Ala
385
Ala Ser

Tyr Lys
<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 17

atgaccctac
gtcccacggg
tgcgtgcagc
gccggctcegce
gtgacgctgt
tacctcctgg
gtggacgtcg
atggcggcgg
cagggctact
acgccgcacc
gccagcggcec
accgtcgtca
atccagaacg
tcgacgggcg
agcatctgga

17
1011
DNA

Ala
Ala
Thr
Cys
Asn
275
Val
Leu
Gly
Ala
Ile
355
Gly
Thr

Val

Ser

Thielavia

Cys Cys

Leu Thr

Ser

Ala

Phe

Asn

Pro

Glu Met

Thr Tyr

Ile Asn
200
Glu Met
215

His Pro

230

Ala Asp
245
Ser Tyr
260
Leu Thr

Thr Ser

Tyr Val

Glu

Asn

Val

Asn

Gln

Cys Gly

Pro Ser

Thr
280
Arg

Asp

Gly
295

Asp Gly

310

Gly Ala
325
Thr Trp
340
Gly Arg

Phe Met

Glu Gly

Thr
Thr
Gly
Asn

Asp

Tyr Asp

Gln Gln

Val
360
Leu

Met

Trp
375

Pro Ala

390

Thr Phe
405
Glu Cys

420

ggctccctgt
cggagtttca
agaacaccag
ggacggaatc
accactacgt
gcgcggacgg
acttctcggce
acgggcgggg
gctgcaacga
cgtgcaaggg
agcgcggcett
cgcagttcgce
gccgggagat
gcctgaccgg
acgacgcggc

Ser

Ser

Asn Ile

His

terrestris

catcagcctg
ccccecectctce
cgtcgtcctg
ggattacgcg
caagaccaac
caagtacgtg
gctgcecgtge
cgacgcgggg
gatggacatc
caacaactgc
ctacgggccc
cgccagcggce
€ggcggcecggce
catgggcgag
ccaggagatg

Arg

Asp

Arg

11

90
Ala Leu
105

Thr

Thr

Val Ser

Glu Asp Phe

Gln Leu
155
Asp

Ser
Glu Met
170
Gly Thr Gly
185
Gly

Glu Leu

Asp Ile Trp
Ala
235

Val

Cys Asn

Gln Pro
250
Asn Phe
265

Asn

Gly

Arg Lys

Ala Asp Gly

Val Ile
315
Thr

Val

Ile
330
Gly

Ser

Gly
345
Leu

Ile Phe

Ser Gly

Ile Leu
395
Gly

Leu

Trp
410

ctggcctcgce
ccgacttgga
gaccgtgact
gcaatgggag
ggcaccctcg
cttatggacc
ggcgagaacg
gcgggcgacg
ctcgaggcca
gaccgcagcg
ggcaagacgg
ggcaagctga
ggcaccatct
gcgctggggce
gcatggctcg

Gln
110
Val

Leu His

Pro Arg

125

Lys Leu Leu

140
Val

Cys Gly

Gly Gly Arg

Cys Asp
190
Asn

Tyr

Thr
205
Ala

Asn

Glu
220
Thr

Asn

Arg Val

Gly Val Cys

Val Lys Asp

270

Phe Thr Val
285

Glu Leu

300

Gln

Thr

Asn His

Asp Gly Phe

Leu Ala Arg
350
Leu Trp
365

Ala

Ser

Asn
380
Gln

Gly

Gln His

Glu Ile Gly

tggcagcagg
aatgcacgac
cgaagtacgc
tgtccacttc
tccecgette
tcctcaacca
gggccttcta
ggtactgcga
actcgatggce
gctgcggcta
tcgacacgag
cccagatcac
ccagctgcgg
gcggaatggt
atgccggcaa

95

Trp Leu

Tyr Leu

Asn Ala

Asn
160
Pro

Met

Ser
175
Ala Gln

His Thr

Ala Leu
Lys
240
Glu

Tyr

Asp
255
Tyr Tyr

Thr Thr

Glu Ile

Ala Val
320
Cys Asn
335
Met Gly

Val Asp

Pro Cys

Pro Asp
400
Sexr Thr

415

cgccgtecgtce
ctccggggge
cgcacacagc
gggcaatgcc
gccgcgcatc
ggagctgtcg
cctgtccgag
cgcgcagtgc
gacggccatg
caacccgtac
caagcccttc
ccgcaagtac
ctccgagtct
gctggccatg
caacggccct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900




12

tgcgccagtg gccagggcag cccgtceccgtce attcagtege
gtcttctcca acatcaggtg gggcgacatc gggtctacca

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met
1
Gly
Trp
Val
Thr
65
Val
Ser
Asp
Pro
Gly
145
Gln
Ala
Ser
Gly
Gln

225
Ile

Thr
Ala
Lys
Leu
50

Glu
Thr
Pro
Leu
Cys
130
Arg
Gly
Thr
Gly
Pro
210
Phe
Gln

Ser

18
336
PRT
Thielavia
18

Leu
Val
Cys
35

Asp
Ser
Leu
Arg
Leu
115
Gly
Gly
Tyr
Ala
Cys
195
Gly
Ala

Asn

Glu

Leu
5
Val

Arg

Val
20
Thr Thr

Arg Asp

Asp Tyr
His
85
Tyr

Tyr

Ile
100
Asn Gln

Glu Asn

Asp Ala

Cys Cys
165
Met Thr
180
Gly Tyr

Lys Thr

Ala Ser

Gly Arg
245

Ser Ser

Pro
Pro
Ser
Ser
Ala
70

Tyr
Leu
Glu
Gly
Gly
150
Asn
Pro
Asn
Val
Gly
230

Glu

Thr

terrestris

Val Ile Ser

Ala Glu
25
Gly Gly Cys
40
Tyr

Arg

Lys Ala
55
Ala

Met Gly

Val Lys Thr
Ala
105

Val

Leu Gly
Ser
120
Phe

Leu

Ala
135
Ala

Tyr

Gly Asp

Glu Met Asp

His Pro Cys

185

Pro Tyr Ala

200

Asp Thr Ser

215
Gly

Lys Leu

Ile Gly Gly

Leu

Leu
10

Phe
Val
Ala
Val
Asn
30

Asp
Asp
Leu
Gly
Ile
170
Lys
Ser
Lys
Thr
Gly

250
Thr

Leu
His
Gln
His
Ser
75

Gly
Gly
Val
Ser
Tyr
155
Leu
Gly
Gly
Pro
Gln

235
Gly

agcatcccga cacccacgtc

Ccgaagaacta g

Ala
Pro
Gln
Ser
60

Thr
Thr
Lys
Asp
Glu
140
Cys
Glu
Asn
Gln
Phe
220
Ile

Thr

Met

Sexr
Pro
Asn
45

Ala
Ser
Leu
Tyr
Phe
125
Met
Asp
Ala
Asn
Arg
205
Thr

Thr

Tle

Leu
Leu
30

Thr
Gly
Gly
Val
Val
110
Ser
Ala
Ala
Asn
Cys
1390
Gly
Val
Arg

Ser

Glu

Ala
15

Pro
Ser
Ser
Asn
Pro
95

Leu
Ala
Ala
Gln
Ser
175
Asp
Phe
Val
Lys
Ser

255
Ala

Ala
Thr
Val
Arg
Ala
80

Ala
Met
Leu
Asp
Cys
160
Met
Arg
Tyr
Thr
Tyr
240
Cys

Leu

Gly

Gly Arg

Glu Met
290
Gln Gly
305
Val Phe
<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 19

gatccgaatt
caagttcgcc
cgtcgtcccc
ccagaccgtc
cgacccttcc
tgagaactgc
cgccctaact
tactcceccgt

ggctaaggag

19
1480
DNA

Gly
275
Ala

Ser

Ser

260
Met Val

Trp Leu

Pro Ser

Leu
Asp

Val

Gly Gly

Ala Met
280
Ala Gly
295

Ile Gln

310

Ile
325

Asn

cctcctcteg
ctcctcaccg
gagtctcacc
gacacctcca
actccttgcg
gcgctcgagg
ctcaaccagt
acttaccttg
atctcgtttg

Arg

Trp Gly

ttctttagtc
gcctcgceccgce
Cccaagcttcc
tcgtcatcga
tcgteggegg
gtgtcgacta
ggatgcccga
ttgctgagga
atgccgatgt

Asn

Asp

Gly
265
Ser

Ile Trp

Asn Gly
His
315
Gly

Ser Gln

Ile
330

Cladorrhinum foecundissimum

acagaccaga
ctccctcecgcea
caccaagcgc
cgccttccag
ccctctetge
tgcctecctgg
cccggcgaac
cggcaagaac
cagcaacctt

Gly
270

Asn Asp Ala
285

Pro Cys Ala

300

Pro

Asp Thr

Ser Thr Thr

catctgccca
tctgcccagce
tgcactctcg
cgtcccctcc
cccgacgcca
ggcatcaaga
cctggccagt
tacgaggatg
ccctgcggcea

Ala Gln

Ser Gly

Val
320
Asn

His

Lys
335

cgatggttca
agatcggcac
ccggtggctg
acaagatcgg
agtcctgcgce
ccgagggcga
acaagacgac
tgaagctcct
tgaacggtgc

960

1011

60
120
180
240
300
360
420
480
540




tttctacttg
cgagtatggt
ggccaacatc
ctcgcgcgcec
aggcgaagac
cgagtacaaa
ctccaagaag
cctcgtcgag
ccaggttgag
ttctttcacc
ggtgctggtt
gggtaatggce
ggatgctagg
gggtgggaag
gtgtgaagag
agagcgggtt
<210> 20
<211> 440
<212> PRT
<213>

<400> 20

tctgagatgt
accggttact
gaccaaaagc
aagaccttcg
gagtgcggcece
tggggcgtcg
ttcaccgtca
atccgccgcet
gagaactaca
atgcagcgceg
ttcagcatct
ccttgcagceg
gttacgttct
tgcggtgtta
aggaggaggt
ggttggatat

tgatggatgg
gtgatgcgca
acggcgcctg
tccececcacce
agcccgtegg
agtccttcta
ccacgcagtt
tgtggcacca
gcacggactc
gtggtctcaa
gggcggatga
cgactgaggg
Ccaaacattag
agagcagggt
gttgttgggg
gaatacgttg

13

tggacgtggc
gtgcttcaag
ctgcaacgaa
ctgcaacatc
cgtgtgcgac
cggccggggce
cctgaccgac
ggatggcaag
ggtgagcacc
ggcgatgggc
ttcgggtttt
cgatccgaag
gattggtgag
tgctaggggg
gttggagatg
aattggatgt

Cladorrhinum foecundissimum

gacctcaacc
ttggatttca
atggacattt
acgcaggtct
aagtgggggt
tcgcagttcg
aacggcaagg
ctgatcaaga
gagttctgcg
gaggctatcg
atgaactggt
gagattgtca
gttggtagca
cttactgctt
ataattgggc

ctgctggtgce
tcaacggcga
tcgaatccaa
acaagtgcga
gcggcttcaa
ccatcgactc
aggacggcgt
acaccgctat
agaagactgc
gtcgtggtat
tggatgcgga
agaataagcc
cgtatgctcc
cttaaggggg
gagatggtgt

Met
1
Ser
Pro
Ser
Pro
65
Ser
Gly
Asp
Leu
Lys
145
Asn
Asp
Gln
Lys
Arg
225
Lys
Lys
Tyr
Val
Val

305
Thr

Val
Ala
Thr
Ile
50

Ser
Cys
Ile
Pro
Val
130
Glu
Gly
Leu
Cys
His
210
Ala
Cys
Trp
Gly
Thr
2390
Glu

Ala

His
Gln
Lys
35

Val
Thr
Ala
Lys
Ala
115
Ala
Ile
Ala
Asn
Phe
195
Gly
Lys
Glu
Gly
Arg
275
Thr
Ile

Ile

Phe
5
Ile

Lys

Gln
20
Arg Cys

Ile Asp

Pro Cys

Glu Asn
85

Thr Glu
100
Asn Pro

Glu Asp

Ser Phe

Phe Tyr
165
Pro Ala
180
Lys Leu

Ala Cys

Thr Phe
Glu
245
Gly

Gly

Cys
260
Gly Ser

Gln Phe

Arg Arg

Val
325

Gln

Ala
Gly
Thr
Ala
Val
70

Cys
Gly
Gly
Gly
Asp
150
Leu
Gly
Asp
Cys
Val
230
Asp
Phe
Gln
Leu
Leu

310
Glu

Leu Leu Thr

Val
25
Gly

Thr Val
Ala
40

Gln

Leu

Phe
55
Val

Arg

Gly Gly

Ala Leu Glu

Ala Leu
105

Lys

Asp
Gln Tyr
120
Lys Asn
135
Ala

Tyr

Asp Val

Ser Glu Met

Ala Glu Tyr

185
Asn

Phe Ile

200
Asn Glu Met
215
Pro

His Pro

Glu Cys Gly

Asn Glu Tyr

265

Phe Ala Ile
280

Thr Asp

295

Trp

Asn

His Gln

Glu Asn Tyr

Gly
10

Pro
Gly
Pro
Pro
Gly
30

Thr
Thr
Glu
Ser
Leu
170
Gly
Gly
Asp
Cys
Gln
250
Lys
Asp
Gly

Asp

Ser
330

Leu
Glu
Cys
Leu
Leu
75

Val
Leu
Thr
Asp
Asn
155
Met
Thr
Glu
Ile
Asn
235
Pro
Trp
Ser
Lys
Gly

315
Thr

Ala
Ser
Gln
His
60

Cys
Asp
Asn
Thr
Val
140
Leu
Asp
Gly
Ala
Phe
220
Ile
Val
Gly
Ser
Glu
300

Lys

Asp

Ala
His
Thr
45

Lys
Pro
Tyr
Gln
Pro
125
Lys
Pro
Gly
Tyr
Asn
205
Glu
Thr
Gly
Val
Lys
285
Asp

Leu

Ser

Ser
Pro
30

Val
Ile
Asp
Ala
Trp
110
Arg
Leu
Cys
Gly
Cys
190
Ile
Ser
Gln
Val
Glu
270
Lys
Gly

Ile

Val

Leu
15

Lys
Asp
Gly
Ala
Ser
95

Met
Thr
Leu
Gly
Arg
175
Asp
Asp
Asn
Val
Cys
255
Ser
Phe
Val

Lys

Ser
335

Ala
Leu
Thr
Asp
Lys
80

Trp
Pro
Tyr
Ala
Met
160
Gly
Ala
Gln
Ser
Tyr
240
Asp
Phe
Thr
Leu
Asn

320
Thr

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1480




Glu
Lys
Ile
Asn
385
Asn

Val

Val

Phe
Ala
Trp
370
Gly
Lys
Gly

Ala

Cys
Met
355
Ala
Pro
Pro

Ser

Arg
435

Glu
340
Gly
Asp
Cys
Asp
Thr

420
Gly

Lys
Glu
Asp
Ser
Ala
405

Tyr

Leu

Thr
Ala
Ser
Ala
3380
Arg

Ala

Thr

Ala
Ile
Gly
375
Thr
Val

Pro

Ala

Ser
Gly
360
Phe
Glu
Thr
Gly

Ser
440

<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 21
atggcgccct
gccgcccagce
tgtacaaagt
cgctggatgc
ctctgccectg
gcctcgggceg
tctggcggcet
gtgatgctga
tgtggagaga
tataacacgg
acatggagga
atcctggagg
tgcgactctg
cccggagata
aacggctcgce
gacatcccca
tacggcggcce
atttggaacg
agcagcaccg
ttctccaaca
ccgcecctgegt
ccgagctgceca
acgtgcacgt
<210> 22
<211> 459
<212> PRT
<213>
<400> 22
Met Ala
1
Ala

21
1380
DNA

Arg Leu

Pro Lys

35

His
Ala Gln
50
Asp Ala Asn
65
Leu

Cys Pro

Val Asp Tyr
Gln

115

Met Asn

Pro

Asp

cagttacact
aaccgggtac
ccggggggtg
acgacgcaaa
acgaggcgac
tcacgacctc
acagcagcgt
agctcaacgg
acggctcgcect
ccggtgccaa
acggcaccct
gcaactcgag
ccggttgegg
ccgttgacac
cctcgggcaa
gcgcccagcc
tcgccaccat
acaacagcca
agggcaaccc
tccgetgggg
ccagcacgac
cgcagactca
cgggcactac

Val
5
Ala

Ser

Val
20
Leu Thr

Thr Ser

Tyr Asn
Glu
85

Ala

Asp

Ala
100

Tyr Met

Thr
Ala
Thr
Val
Ser
70

Ala

Ser

Pro

Trichoderma reesei

gccgttgacc
cagcaccccc
cgtggcccag
ctacaactcg
ctgtggcaag
gggcagcage
ctctcctcgg
ccaggagctg
ctacctgtct
ctacgggagc
caacactagc
ggcgaatgcc
cttcaacccc
ctccaagacc
ccttgtgagce
cggcggcgac
gggcaaggcce
gtacatgaac
atccaacatc
agacattggg
gttttcgact

ctgggggcag
gtgccagtat

Trichoderma reesei

Leu Pro

Gln Gln

Tyr Lys
40
Val Leu
55
Cys Thr

Thr Cys

Gly Val

Ser
120

Ser

Asp

14

Phe Thr
345
Arg

Met

Gly Met

Met Asn Trp
Pro
395

Asn

Gly Asp

Phe Ser
410
Gly Lys
425

Cys

acggccatcc
gaggtccatc
gacacctcgg
tgcaccgtca
aactgcttca
ctcaccatga
ctgtatctcc
agcttcgacg
cagatggacg
ggctactgcg
caccagggct
ttgacccctce
tatggcagcg
ttcaccatca
atcacccgca
accatctcgt
ctgagcagcg
tggctcgaca
ctggccaaca
tctactacga
acacggagga
tgcggtggcea
agcaacgact

Thr Thr
10

Gly

Leu

Pro Thr

25

Cys Thr Lys

Trp Asn

Val Asn Gly

75

Gly Lys Asn

S50
Thr

Thr Ser

105
Ser

Gly Gly

Gln Gly
350

Val

Arg
Val Leu
365
Leu Asp Ala
380
Lys

Glu Ile

Ile Arg Ile

Gly Val Lys

430

tggccattgce
ccaagttgac
tggtccttga
acggcggcgt
tcgagggcgt
accagtacat
tggactctga
tcgacctctc
agaacggggyg
atgctcagtg
tctgctgcaa
actcttgcac
gctacaaaag
tcacccagtt
agtaccagca
cctgcecegtce
gcatggtgcet
gcggcaacgc
accccaacac
actcgactgc
gctcgacgac
ttgggtacag
actactcgca

Ala Ile Leu

Thr Pro
30
Gly

Ser

Ser Gly

Tyr Arg Trp

60
Gly

Val Asn

Cys Phe Ile
Ser
110

Ser

Gly Ser

Ser
125

Tyr

Gly Leu

Phe Ser

Glu Gly

Val Lys
400
Gly Glu
415

Ser Arg

ccggctegtce
aacctacaag
ctggaactac
caacaccacg
cgactacgcc
gcccagcagc
cggtgagtac
tgctctgececg
cgccaaccag
ccccecgtceccag
cgagatggat
ggccacggcc
ctactacggc
caacacggac
aaacggcgtc
cgcctcagcece
cgtgttcage
cggcccctgce
gcacgtcgtc
gcccccgcecce
ttcgagcagc
cgggtgcaag
atgcctttag

Ala
15
Glu

Ile
Val

Cys Val

Met His

Thr Thr
80
Glu Gly
95
Leu Thr

Val Ser

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380




Pro Arg
130
Leu Asn
145
Cys

Gly Ala

Cys Asp

Leu
Gly
Glu
Asn

Ala

Tyr Leu

Gln Glu

Leu

Leu

Asp Ser
135

Ser Phe

150

Asn Gly
165
Gln Tyr
180

Gln Cys

195

Thr Ser
210
Asn Ser
225
Cys Asp

Ser Tyr

Ile Ile

His
Arg
Ser
Tyr

Thr

Gln Gly

Ala Asn

Ser

Asn

Pro

Phe

Ala

Leu Tyr

Thr Ala

Val Gln
200
Cys Cys
215

Leu Thr

230

Ala Gly
245
Gly Pro
260

Gln Phe

275

Val Ser
290
Ala Gln
305
Tyr Gly

Leu Val

Asp Ser
Ile
370
Trp

Asn

Arg
385
Pro Pro

Thr Ser

Gly Ile

Gln Tyr
450
<210> 23
<211> 2586
<212> DNA

Ile
Pro
Gly
Phe
Gly
355
Leu
Gly
Ala
Ser
Gly

435
Ser

Thr Arg

Gly Gly

Cys
Gly
Asn
Lys

Asp

Gly Phe

Asp Thr

Thr Asp
280
Tyr Gln
295

Thr Ile

310

Ala
325
Ile

Leu

Ser
340
Asn Ala

Ala Asn

Asp Ile

Thr
Trp
Gly
Asn

Gly

Met Gly

Asn Asp

Pro Cys
360
Pro Asn
375

Ser Thr

390

Ser
405
Pro

Ser

Ser
420
Tyr Ser

Asn Asp

Thr
Ser
Gly

Tyr

Thr Phe

Cys Thr
Lys
440
Ser

Cys

Tyr
455

<213> Aspergillus oryzae

<400> 23

atgaagcttg
gatgatctcg
tgggcggaag
gtcaacttaa
gttcccagac
tcggactaca
ctcgcctacc
cagctgggtc
ggtttctcac
caagatgctg
cgccaacaac
gttgatgaca
ggagtcggtg
agcgaaactc
gattggaccg
cccggtgatg

gttggatcga
cgtactcccc
tatacaaacg
cgactggaac
tcaacatccc
attcagcttt
ttcgtggtca
ctgctgctgg
cagatccagc
gtgtcattgc
ccgaggctgce
agactatgca
ctgtcatgtg
tgaacaagct
ctcatcacag
ttaccttcga

ggtggccgcea
tcctttetac
cgctgtagac
aggatggcaa
cagcttgtgt
ccctgcecgggt
ggcaatgggt
ccctcteggt
cctcaccggt
gacagctaag
gggttacgga
tgaattgtac
ctcttacaac
tttgaaggcg
cggcgtaggce
tagtggtacg

15

Asp Gly Glu

Asp Val Asp
155
Ser Gln
170

Ala

Leu
Gly Asn
185
Thr

Trp Arg

Asn Glu Met
Ser
235

Tyr

Pro His
Pro
250
Asp

Asn

Val
265
Asn

Thr

Gly Ser

Gln Asn Gly

Ser Ser Cys
315
Ala Leu
330

Ser

Lys
Asn Gln
345
Ser

Ser Thr

Thr His Val

Thr Ser
395
Thr

Asn

Thr
410
Thr

Ser

Gln
425
Thr

His

Cys Thr

Gln Cys Leu

ttggcggctg
ccttccccat
atagtttccc
ctagagaggt
ttgcaggata
gttaatgtcg
gaggagttca
gctcatccgg
gtactttttg
cattatatca
ttcaacgtaa
ctctggccecct
caaatcaaca
gagcttggtt
gctgctttag
tctttctggg

Tyr Val Met

140
Leu

Ser Ala

Met Asp Glu
Ser
190

Thr

Tyr Gly

Asn Gly
205
Asp Ile Leu
220
Cys

Thr Ala

Gly Ser Gly
Thr
270

Gly

Ser Lys

Ser
285
Asp

Pro
Val Ile
300
Pro

Ser Ala

Ser Ser Gly
Asn
350

Asn

Tyr Met

Glu Gly
365
Val Phe Ser
380
Thr

Ala Pro

Arg Arg Ser
Gln
430

Thr

Trp Gly

Ser Gly
445

cctcagtagt
gggcagatgg
agatgacgtt
gtgttggaca
gtcctcttgg
ctgccacctg
gtgataaggg
atggcggtag
cggagacgat
tgaacgaaca
gcgacagttt
tcgcggatge
acagctacgg
tccaaggctt

caggtctgga
gtgcaaactt

Leu Lys
Pro
160
Gly

Leu

Asn
175
Gly Tyr

Leu Asn

Glu Gly

Ala
240
Lys

Thr

Tyr
255
Phe Thr

Asn Leu

Pro Ser
Ala
320
Val

Ser

Met
335
Trp Leu

Pro Ser

Asn Ile
Pro
400
Thr

Pro

Ser
415
Cys Gly

Thr Cys

cagtgccaag
tcagggtgaa
gacagagaaa
aactggcagt
tattcgtttc
ggacaagacg
tattgacgtt
aaactgggaa
taagggtatt
agagcatttc
gagttccaac
agtacgcgct
ttgcgagaat
cgtcatgagt
tatgtcgatg
gacggtcggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960




gtccttaacg
gcttattaca
agggacgaat
gaattcgtgg
actgttctgc
cttctgggag
tgcgataacg
gtgacaccag
gtgaccgaca
ctcgtgttcg
gatcgtaaca
aactgtaaca
tatgaccacc
aactccattg
tggggcaaga
ggagcgcccc
ttcaatgaga
tccgacctcce
gaagctgcaa
ctggaaagga
tctgacgatt
gggtctgccc
gaggatcttt
gttcctcagce
tttgagcgta
cgtgaccttg
acgatctacg
cagtaa
<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 24
Met Lys Leu
1
Val

24
861
PRT

Ser Ala
Ala
35

Ile

Pro Trp

Val Asp
50
Thr Gly
65

vVal

Thr

Pro Arg

Gly Ile Arg
Ala
115

Glu

Val Ala

Met Gly
130
Ala Ala
145

Gly

Gly

Phe Ser

Ile Lys Gly
Asn
195

Phe

Ile Met
Gly
210
Met

Tyr

Thr His

225

gtacaatccc
aggttggecg
atggtttcgc
acgtgcaacg
tgaagaacaa
aggatgcggg
gtacccttgc
agcaggcgat
gttgggcget
tcaactccga
acatcactct
acaccgttgt
ccaatgtcac
ccgatgtgcet
cccgggagtce
agtctgattt
cccctatcta
atgttcagcc
agaactttgg
tccatgagtt
ctaactacgg
agcccecgttt
tccgegtcectce
tgtacgtttc
ttcacttggc
caaactggga
ttggaaactc

Gly Trp
5

Ile

ccaatggcgt
cgacaccaaa
gcataaccat
cgatcatgcc
gggtgccttg
ttccaactcg
catggcctgg
tcagaacgaa
cgacaagatc
ctcaggagaa
gtggaagaac
catcatccac
tggtattctc
gtacggtcgt
gtatggttct
cacccagggt
cgagtttggc
cctgaacgcg
tgaaattggc
tatctatccc
ctgggaagac
gcccgcectagt
tgtgaaggtc
cctaggcggc
cccttcecgcecag
cgtttcggcet
ctcacggaaa

Aspergillus oryzae

Glu VvVal

Ala

16

gttgatgaca
tacacccctc
gtttcggaag
gacctaatcc
cccttgagec
tggggcgceta
ggtagcggta
gttcttcagg
gctgcggcetg
ggctatctta
ggcgacaatg
tccgtcggac
tgggctggtce
gtcaaccctg
cccttggtca
gttttcatcg
tacggcttga
tccecgataca
gatgcgtcgg
tggatcaact
tccaagtata
ggtggtgccg
aagaacacgg
ccgaatgagc
gaggccgtgt
caggactgga
ctgccgcectcc

Ala
10

Leu

Pro

tggctgtccg
ccaacttcag
gtgcttacga
gtcgcatcgg
gcaaggaaaa
acggctgtga
ctgcgaattt
gccgtggtaa
cccgccaggce
gtgtggatgg
tggtcaagac
cagttttgat
tgccaggcca
gcgccaagtc
aggatgccaa
attaccgcca
gctacaccac
ctcccaccag
agtacgtgta
ctaccgacct
ttcccgaagg
gaggaaaccc
gcaatgtcgc
ccaaggtggt
ggacaacgac
ccgtcactcce
aggcctcgcet

Ala Ala

Pro Phe

Ala

tatcatggcc
ctcgtggacc
gagggtcaac
cgcgcagagc
gctggtcgcece
tgaccgtggt
cccatacctc
tgtcttcgcce
cagcgtatct
aaatgagggc
cgcagcgaat
cgatgaatgg
ggagtctggt
tcctttcact
caatggcaac
tttcgataag
cttcgagctc
tggcatgact
tccggagggyg
gaaggcatcg
cgccacggat
cggtctgtac
cggtgatgaa
actgcgcaag
ccttaccecgt
ttaccccaag
gcctaaggcc

Ser Val
15

Pro Ser

Lys
20

Asp
Val
Gly
Leu
Phe
100
Thr
Glu
Pro
Pro
Ile
180
Glu

Asn

Glu

Asp
Gly
Ser
Trp
Asn
85

Ser
Trp
Phe
Leu
Asp
165
Gln
Gln

Val

Leu

Asp Leu

Gln Gly

Gln Met
55
Gln Leu
70
Ile Pro

Asp Tyr

Asp Lys

Ser Asp
135
Gly Ala
150
Pro Ala

Asp Ala

Glu His

Ser Asp
215
Tyr Leu
230

Ala
Glu
40

Thr
Glu
Ser
Asn
Thr
120
Lys
His
Leu
Gly
Phe
200

Ser

Trp

Tyxr
25

Trp
Leu
Arg
Leu
Ser
105
Leu
Gly
Pro
Thr
Val
185
Arg

Leu

Pro

Ser
Ala
Thr
Cys
Cys
90

Ala
Ala
Ile
Asp
Gly
170
Ile
Gln

Ser

Phe

Glu
Glu
Val
75

Leu
Phe
Tyr
Asp
Gly
155
Val
Ala
Gln

Ser

Ala
235

Val
Lys
60

Gly
Gln
Pro
Leu
Val
140
Gly
Leu
Thr
Pro
Asn

220
Asp

Tyr
45

Val
Gln
Asp
Ala
Arg
125
Gln
Arg
Phe
Ala
Glu
205

Val

Ala

Tyr
30

Lys
Asn
Thr
Ser
Gly
110
Gly
Leu
Asn
Ala
Lys
1390
Ala
Asp

val

Arg
Leu
Gly
Pro
95

Val
Gln
Gly
Trp
Glu
175
His
Ala

Asp

Arg

Ala
Thr
Ser
80

Leu
Asn
Ala
Pro
Glu
160
Thr
Tyr
Gly

Lys

Ala
240

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2586




Gly
Gly
Gly
Val
Thr
305
Val
Arg
Pro
Asn
Val
385
Thr
Lys
Ala
Ala
Gln
465
Val
Ala
Leu
Lys
Thr
545
Tyr
Gln
Pro
Gly
Ser
625
Phe
Thr
Tyr
Ile
His
705

Ser

Gly

Val
Cys
Phe
Gly
290
Phe
Leu
Ile
Pro
His
370
Gln
Val
Leu
Asn
Trp
450
Ala
Thr
Ser
Ser
Asn
530
vVal
Asp
Glu
Gly
Ser
610
Asp
Asn
Phe
Thr
Gly
690
Glu

Asp

Ala

Gly
Glu
Gln
275
Ala
Asp
Asn
Met
Asn
355
Val
Arg
Leu
Val
Gly
435
Gly
Ile
Asp
Val
Val
515
Gly
Val
His
Ser
Ala
595
Pro
Phe
Glu
Glu
Pro
675
Asp
Phe

Asp

Thr

Ala
Asn
260
Gly
Ala
Ser
Gly
Ala
340
Phe
Ser
Asp
Leu
Ala
420
Cys
Ser
Gln
Ser
Ser
500
Asp
Asp
Ile
Pro
Gly
580
Lys
Leu
Thr
Thr
Leu
660
Thr
Ala
Ile

Ser

Asp

Val
245
Ser
Phe
Leu
Gly
Thr
325
Ala
Ser
Glu
His
Lys
405
Leu
Asp
Gly
Asn
Trp
485
Leu
Gly
Asn
Tle
Asn
565
Asn
Ser
Val
Gln
Pro
645
Ser
Ser
Ser
Tyr
Asn

725
Gly

Met
Glu
Val
Ala
Thr
310
Ile
Tyr
Ser
Gly
Ala
390
Asn
Leu
Asp
Thr
Glu
470
Ala
Val
Asn
Val
His
550
Val
Ser
Pro
Lys
Gly
630
Ile
Asp
Gly
Glu
Pro
710

Tyr

Ser

Cys
Thr
Met
Gly
295
Ser

Pro

Tyr

Ala
375
Asp
Lys
Gly
Arg
Ala
455
Val
Leu
Phe
Glu
Val
535
Ser
Thr
Ile
Phe
Asp
615
Val
Tyr
Leu
Met
Tyr
695
Trp
Gly

Ala

Ser
Leu
Ser
280
Leu
Phe
Gln
Lys
Thr
360
Tyr
Leu
Gly
Glu
Gly
440
Asn
Leu
Asp
Val
Gly
520
Lys
Val
Gly
Ala
Thr
600
Ala
Phe
Glu
His
Thr
680
Val
Ile

Trp

Gln

Tyr
Asn
265
Asp
Asp

Trp

Val
345
Arg
Glu
Ile
Ala
Asp
425
Cys
Phe
Gln
Lys
Asn
505
Asp
Thr
Gly
Ile
Asp
585
Trp
Asn
Ile
Phe
Val
665
Glu
Tyr
Asn

Glu

Pro

17

Asn
250
Lys
Trp
Met
Gly
Arg
330
Gly
Asp
Arg
Arg
Leu
410
Ala
Asp
Pro
Gly
Ile
490
Ser
Arg
Ala
Pro
Leu
570
Val
Gly
Asn
Asp
Gly
650
Gln
Ala
Pro
Ser
Asp

730
Arg

Gln
Leu
Thr
Ser
Ala
315
Val
Arg
Glu
vVal
Arg
395
Pro
Gly
Asn
Tyxr
Arg
475
Ala
Asp
Asn
Ala
Val
555
Trp
Leu
Lys
Gly
Tyr
635
Tyr
Pro
Ala
Glu
Thr
715

Ser

Leu

Ile
Leu
Ala
Met
300
Asn
Asp
Asp
Tyr
Asn
380
Ile
Leu
Ser
Gly
Leu
460
Gly
Ala
Ser
Asn
Asn
540
Leu
Ala
Tyr
Thr
Asn
620
Arg
Gly
Leu
Lys
Gly
700
Asp

Lys

Pro

Asn
Lys
His
285
Pro
Leu
Asp
Thr
Gly
365
Glu
Gly
Ser
Asn
Thr
445
Val
Asn
Ala
Gly
Ile
525
Asn
Ile
Gly
Gly
Arg
605
Gly
His
Leu
Asn
Asn
685
Leu
Leu

Tyr

Ala

Asn
Ala
270
His
Gly
Thr
Met
Lys
350
Phe
Phe
Ala
Arg
Ser
430
Leu
Thr
Val
Ala
Glu
510
Thr
Cys
Asp
Leu
Arg
590
Glu
Ala
Phe
Ser
Ala
670
Phe
Glu
Lys
Ile

Ser

Ser
255
Glu
Ser
Asp
Val
Ala
335
Tyr
Ala
Val
Gln
Lys
415
Trp
Ala
Pro
Phe
Arg
495
Gly
Leu
Asn
Glu
Pro
575
Val
Ser
Pro
Asp
Tyr
655
Ser
Gly
Arg
Ala
Pro

735
Gly

Tyr
Leu
Gly
Val
Gly
320
Val
Thr
His
Asp
Ser
400
Glu
Gly
Met
Glu
Ala
480
Gln
Tyr
Trp
Asn
Trp
560
Gly
Asn
Tyr
Gln
Lys
640
Thr
Arg
Glu
Ile
Ser
720

Glu

Gly




Ala Gly
Val
770
Val

Lys

Tyr
785
Phe Glu

Thr Leu

Trp Thr
Arg
850

<210> 25

<211> 2586
<212> DNA
<213>
<400> 25

atgaagcttg
gatgatctcg
tgggcggaag
gtcaacttaa
gttcccagac
tcggactaca
ctcgcctacc
cagctgggtc
agtttctcac
caagatgctg
cgccaacaac
gttgatgaca
ggagtcggtg
agcgaaactc
gattggaccg
cccggtgatg
gtccttaacg
gcttattaca
agggacgaat
gaattcgtgg
actgttctgc
cttctgggag
tgcgataacg
gtgacaccag
gtgaccgaca
ctcgtgttcg
gatcgtaaca
aactgtaaca
tatgaccacc
aactccattg
tggggcaaga
ggagcgcccc
ttcaatgaga
tccgacctcce
gaagctgcaa
ctggaaagga
tctgacgatt
gggtctgccc
gaggatcttt
gttcctcagce
tttgagcgta
cgtgaccttg
acgatctacg

Gly
755
Lys
Ser
Arg
Thr
val

835
Lys Leu

740
Asn

Asn

Leu

Pro Gly
Thr Gly

Gly Gly

Leu Tyr
760
Asn Val
775

Pro Asn

790

Ile His
805
Arg Arg
820
Thr Pro

Pro Leu

gttggatcga
cgtactcccce
tatacaaacg
cgactggaac
tcaacatccc
attcagcttt
ttcgtggtca
ctgctgctgg
cagatccagc
gtgtcattgc
ccgaggctgc
agactatgca
ctgttatgtg
tgaacaagct
ctcaacacag
ttaccttcga
gtacaatccc
aggttggcceg
atggtttcgc
acgtgcaacg
tgaagaacaa
aggatgcggg
gtacccttgc
agcaggcgat
gttgggcgcet
tcaactccga
acatcactct
acaccgttgt
ccaatgtcac
ccgatgtgct
cccgggagtce
agtctgattt
cccctatcta
atgttcagcc
agaactttgg
tccatgagtt
ctaactacgg
agccccgttt
tccgegtcete
tgtacgtttc
ttcacttggce
caaactggga
ttggaaactc

Leu
Asp
Tyr

Gln

Ala Pro

Leu Ala

Pro Lys
840
Ala Ser

855

Aspergillus oryzae

ggtggccgcea
tcctttctac
cgctgtagac
aggatggcaa
cagcttgtgt
ccctgecgggt
ggcaatgggt
ccctctecggt
cctcaccggt
gacagctaag
gggttacgga
tgaattgtac
ctcttacaac
tttgaaggcg
cggcgtaggce
tagtggtacg
ccaatggcgt
cgacaccaaa
gcataaccat
cgatcatgcc
gggtgccttg
ttccaactcg
catggcctgg
tcagaacgaa
cgacaagatc
ctcaggagaa
gtggaagaac
catcatccac
tggtattctc
gtacggtcgt
gtatggttct
cacccagggt
cgagtttggce
cctgaacgcg
tgaaattggc
tatctatccc
ctgggaagac
gcccgcectagt
tgtgaaggtc
cctaggcggce
cccttcgecag
cgtttcggcet
ctcacggaaa

18

745
Glu Asp Leu

Ala Gly Asp

Glu Pro Lys
795
Gln Glu
810

Trp

Ser

Asn
825
Thr

Asp

Ile Tyr

Leu Pro Lys

ttggcggcetg
ccttccccat
atagtttccc
ctagagaggt
ttgcaggata
gttaatgtcg
gaggagttca
gctcatccgg
gtactttttg
cattatatca
ttcaacgtaa
ctctggccecct
caaatcaaca
gagcttggtt
gctgctttag
tctttctggg
gttgatgaca
tacacccctce
gtttcggaag
gacctaatcc
cccttgagcece
tggggcgceta
ggtagcggta
gttcttcagg
gctgcggetg
ggctatctta
ggcgacaatg
tccgtcggac
tgggctggtc
gtcaaccctg
cccttggtca
gttttcatcg
tacggcttga
tcccgataca
gatgcgtcgg
tggatcaact
tccaagtata
ggtggtgccg
aagaacacgg
ccgaatgagc
gaggccgtgt
caggactgga
ctgccgctcece

750

Phe Arg Val
765

Glu Val

780

Val

Pro

Val Leu

Ala Val Trp

Val Ala
830

Asn

Ser
Val Gly
845
Ala Gln

860

cctcagtagt
gggcagatgg
agatgacgtt
gtgttggaca
gtcctcttgg
ctgccacctg
gtgataaggg
atggcggtag
cggagacgat
tgaacgaaca
gcgacagttt
tcgcggatgce
acagctacgg
tccaaggctt
caggtctgga
gtgcaaactt
tggctgtccg
ccaacttcag
gtgcttacga
gtcgcatcgyg
gcaaggaaaa
acggctgtga
ctgcgaattt
gccgtggtaa
cccgccaggce
gtgtggatgg
tggtcaagac
cagttttgat
tgccaggcca
gcgccaagtc
aggatgccaa
attaccgcca
gctacaccac
ctcccaccag
agtacgtgta
ctaccgacct
ttccecgaagg
gaggaaaccc
gcaatgtcgce
ccaaggtggt
ggacaacgac
ccgtcactcc
aggcctcgcect

Ser Val

Gln Leu

Arg Lys
800
Thr Thr
815
Gln Asp

Ser Ser

cagtgccaag
tcagggtgaa
gacagagaaa
aactggcagt
tattcgtttc
ggacaagacg
tattgacgtt
aaactgggaa
taagggtatt
agagcatttc
gagttccaac
agtacgcgct
ttgcgagaat
cgtcatgagt
tatgtcgatg
gacggtcggt
tatcatggcc
ctcgtggacc
gagggtcaac
cgcgcagagc
gctggtcgcc
tgaccgtggt
cccatacctc
tgtcttecgece
cagcgtatct
aaatgagggc
cgcagcgaat
cgatgaatgg
ggagtctggt
tcctttcact
caatggcaac
tttcgataag
cttcgagctc
tggcatgact
tccggagggg
gaaggcatcg
cgccacggat
cggtctgtac
cggtgatgaa
actgcgcaag
ccttacccgt
ttaccccaag
gcctaaggcec

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580




19

cagtaa 2586
<210> 26
<211> 861
<212> PRT
<213> Aspergillus oryzae
<400> 26
Met Lys Leu Gly Trp Ile Glu Val Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ser Val
1 5 10 15
Val Ser Ala Lys Asp Asp Leu Ala Tyr Ser Pro Pro Phe Tyr Pro Ser
20 25 30
Pro Trp Ala Asp Gly Gln Gly Glu Trp Ala Glu Val Tyr Lys Arg Ala
35 40 45
Val Asp Ile Val Ser Gln Met Thr Leu Thr Glu Lys Val Asn Leu Thr
50 55 60
Thr Gly Thr Gly Trp Gln Leu Glu Arg Cys Val Gly Gln Thr Gly Ser
65 70 75 80
Val Pro Arg Leu Asn Ile Pro Ser Leu Cys Leu Gln Asp Ser Pro Leu
85 90 95
Gly Ile Arg Phe Ser Asp Tyr Asn Ser Ala Phe Pro Ala Gly Val Asn
100 105 110
Val Ala Ala Thr Trp Asp Lys Thr Leu Ala Tyr Leu Arg Gly Gln Ala
115 120 125
Met Gly Glu Glu Phe Ser Asp Lys Gly Ile Asp Val Gln Leu Gly Pro
130 135 140
Ala Ala Gly Pro Leu Gly Ala His Pro Asp Gly Gly Arg Asn Trp Glu
145 150 155 160
Ser Phe Ser Pro Asp Pro Ala Leu Thr Gly Val Leu Phe Ala Glu Thr
165 170 175
Ile Lys Gly Ile Gln Asp Ala Gly Val Ile Ala Thr Ala Lys His Tyr
180 185 190
Ile Met Asn Glu Gln Glu His Phe Arg Gln Gln Pro Glu Ala Ala Gly
195 200 205
Tyr Gly Phe Asn Val Ser Asp Ser Leu Ser Ser Asn Val Asp Asp Lys
210 215 220
Thr Met His Glu Leu Tyr Leu Trp Pro Phe Ala Asp Ala Val Arg Ala
225 230 235 240
Gly Val Gly Ala Val Met Cys Ser Tyr Asn Gln Ile Asn Asn Ser Tyr
245 250 255
Gly Cys Glu Asn Ser Glu Thr Leu Asn Lys Leu Leu Lys Ala Glu Leu
260 265 270
Gly Phe Gln Gly Phe Val Met Ser Asp Trp Thr Ala Gln His Ser Gly
275 280 285
Val Gly Ala Ala Leu Ala Gly Leu Asp Met Ser Met Pro Gly Asp Val
290 295 300
Thr Phe Asp Ser Gly Thr Ser Phe Trp Gly Ala Asn Leu Thr Val Gly
305 310 315 320
Val Leu Asn Gly Thr Ile Pro Gln Trp Arg Val Asp Asp Met Ala Val
325 330 335
Arg Ile Met Ala Ala Tyr Tyr Lys Val Gly Arg Asp Thr Lys Tyr Thr
340 345 350
Pro Pro Asn Phe Ser Ser Trp Thr Arg Asp Glu Tyr Gly Phe Ala His
355 360 365
Asn His Val Ser Glu Gly Ala Tyr Glu Arg Val Asn Glu Phe Val Asp
370 375 380
Val Gln Arg Asp His Ala Asp Leu Ile Arg Arg Ile Gly Ala Gln Ser
385 390 395 400
Thr Val Leu Leu Lys Asn Lys Gly Ala Leu Pro Leu Ser Arg Lys Glu
405 410 415
Lys Leu Val Ala Leu Leu Gly Glu Asp Ala Gly Ser Asn Ser Trp Gly
420 425 430
Ala Asn Gly Cys Asp Asp Arg Gly Cys Asp Asn Gly Thr Leu Ala Met
435 440 445
Ala Trp Gly Ser Gly Thr Ala Asn Phe Pro Tyr Leu Val Thr Pro Glu




Gln
465
Val
Ala
Leu
Lys
Thr
545
Tyr
Gln
Pro
Gly
Ser
625
Phe
Thr
Tyr
Ile
His
705
Ser
Gly
Ala
Lys
Tyr
785
Phe
Thr

Trp

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

450
Ala

Thr
Ser
Ser
Asn
530
Val
Asp
Glu
Gly
Ser
610
Asp
Asn
Phe
Thr
Gly
690
Glu
Asp
Ala
Gly
Val
770
Val
Glu
Leu
Thr
Lys

850
27

27

Ile
Asp
Val
Val
515
Gly
Val
His
Ser
Ala
595
Pro
Phe
Glu
Glu
Pro
675
Asp
Phe
Asp
Thr
Gly
755
Lys
Ser
Arg
Thr
Val

835
Leu

3060
DNA
Aspergillus fumigatus

Gln
Ser
Ser
500
Asp
Asp
Ile
Pro
Gly
580
Lys
Leu
Thr
Thr
Leu
660
Thr
Ala
Ile
Ser
Asp
740
Asn
Asn
Leu
Ile
Arg
820

Thr

Pro

Asn
Trp
485
Leu
Gly
Asn
Ile
Asn
565
Asn
Ser
Val
Gln
Pro
645
Ser
Ser
Ser
Tyr
Asn
725
Gly
Pro
Thr
Gly
His
805
Arg

Pro

Leu

Glu
470
Ala
Val
Asn
Val
His
550
Val
Ser
Pro
Lys
Gly
630
Ile
Asp
Gly
Glu
Pro
710
Tyr
Ser
Gly
Gly
Gly
7390
Leu
Asp

Tyr

Gln

455
Val

Leu
Phe
Glu
Val
535
Ser
Thr
Ile
Phe
Asp
615
Val
Tyr
Leu
Met
Tyr
695
Trp
Gly
Ala
Leu
Asn
775
Pro
Ala
Leu

Pro

Ala
855

Leu
Asp
Val
Gly
520
Lys
Val
Gly
Ala
Thr
600
Ala
Phe
Glu
His
Thr
680
Val
Ile
Trp
Gln
Tyr
760
Val
Asn
Pro
Ala
Lys

840
Ser

20

Gln
Lys
Asn
505
Asp
Thr
Gly
Ile
Asp
585
Trp
Asn
Ile
Phe
Val
665
Glu
Tyr
Asn
Glu
Pro
745
Glu
Ala
Glu
Ser
Asn
825
Thr

Leu

Gly
Ile
490
Ser
Arg
Ala
Pro
Leu
570
vVal
Gly

Asn

Gly
650
Gln
Ala
Pro
Ser
Asp
730
Arg
Asp
Gly
Pro
Gln
810
Trp
Ile

Pro

Arg
475
Ala
Asp
Asn
Ala
Val
555
Trp
Leu
Lys
Gly
Tyr
635
Tyr
Pro
Ala
Glu
Thr
715
Ser
Leu
Leu
Asp
Lys
795
Glu
Asp
Tyr

Lys

460
Gly

Ala
Ser
Asn
Asn
540
Leu
Ala
Tyr
Thr
Asn
620
Arg
Gly
Leu
Lys
Gly
700
Asp
Lys
Pro
Phe
Glu
780
Val
Ala
Val

Val

Ala
860

Asn
Ala
Gly
Ile
525
Asn
Ile
Gly
Gly
Arg
605
Gly
His
Leu
Asn
Asn
685
Leu
Leu
Tyr
Ala
Arg
765
Val
Val
Val
Ser
Gly

845
Gln

Val
Ala
Glu
510
Thr
Cys
Asp
Leu
Arg
590
Glu
Ala
Phe
Ser
Ala
670
Phe
Glu
Lys
Ile
Ser
750
Val
Pro
Leu
Trp
Ala

830
Asn

atgagattcg
gtttgtgatg
aggaattggc
gggcagatgc
ttaaccttac
actgaccatc
aggtaagctt

gttggctcga
ctttcccgtce
tttctctcca
ccatcgacgc
aacgggtact
tacacagatg
gcaattctgc

ggtggccget
attgtttcgg
ccattctacc
gccgtcgaga
gggtgggttg
ggaaatggac
aacaacgtgce

ctgacggccg
atatagttga
cttcgccttg
tcgtttctca
cgactttttt
cgatgcgtcg
aagtgtagtt

cttctgtage
caatagtcat
ggctgatggc
gatgacactg
gttgacagtg
gtcaaaccgg
gctaaaacgc

Phe Ala
480
Arg Gln
495
Gly Tyr

Leu Trp

Asn Asn

Glu Trp
560
Pro Gly
575
Val Asn

Ser Tyr

Pro Gln
Lys
640
Thr

Asp

Tyr
655
Ser Arg

Gly Glu

Arg Ile

Ala Ser
720
Pro Glu
735
Gly Gly

Ser Val

Gln Leu
Lys
800
Thr

Arg

Thr
815
Gln Asp

Ser Ser

caatgcccag
ggaaataatc
cagggagagt
gcggagaagg
agctttcttc
cagcgttccce

ggtggtgcag

60
120
180
240
300
360
420




acttggtatc
gctatacccg
tgacctcaac
cgcctacctt
gctggggcect
cttctctcct
agacgcgggt
acaggttggce
ggatgacaag
ccttgattga
tttteccgtag
ggcgctgtca
actctcaaca
agcgctcacc
gacatttcct
aacggcaccg
tacaaggttg
gagtacggct
gtcaatgtgc
ctcttgaaga
ggtgaagacg
aacggcactc
cccgagcagg
gataacgggg
cttagaaaaa
gtgtttgtca
cgcaaaaatc
tgcaacaaca
gataacccca
tccctggtcg
ggcaagactc
gctccccagg
aatgagaccc
caccttcggg
accaagcctg
ggtctcaaaa
tcttctgacg
gatgggtctc
tatcaggatc
gaagtccctce
ttctagtatg
cgaatcttcc
ctcgccaatt
cacgtcggca
<210> 28
<211> 863
<212> PRT
<213>
<400> 28
Met Arg Phe
1
Ala

Asn Ala

Trp Ala Asp
35
Ile Val
50

Thr

Glu

Gly
65
Pro

Gly

Arg Leu

Gly Ile Arg

aactggggtc
cggagtcttt
tccgecttee
cgtggcaagg
gctgctggtce
gatccggttce
gtgattgcta
gaggcccagg
accatgcacg
tttgactgac
acttgacctc
tgtgttccta
agctcctcaa
acagcggtgt
tcgacgacgg
ttccagcectg
gtcgtgaccg
gggagcattc
agcgcagtca
acacgggtgc
ctggttccaa
ttgctatggc
ctatccagcg
ctctcagcca
gaacgttctc
acgccgactc
tcactctgtg
cgattgtggt
acgtcactgc
acgtgctcta
gggagtctta
atgatttcaa
ccatttatga
ttcaggccecct
cgccaaccta
gaattaccaa
acccgaacta
ctcaacccct
ttgttagggt
aattggtgag
tttcactggg
tggctcctgg
gggatgtgga
gctcctcgeg

Gly Trp Leu

5
Gln Glu
20
Gly Gln

Ser Gln

Leu
Gly

Met

tttgtggcca
cagtccttgt
ctgctggtac
ccatgggtga
ctctcggcaa
tcactggtgt
ctgccaagca
gatatggtta
agttgtacct
ctggaatgca
gcgacgaaga
caatcaaatc
ggctgagctg
cggcgctgcecce
actctccttce
gcgtgtcgat
tcttcgtatt
tgctgtctcc
ctctcagatc
tcttcctttg
cccgtggggt
ctggggtagt
agaggtcatc
gatggcagat
tgaatgaagt
tggagagggt
gaagaacggc
tattcacagt
catcatctgg
tggccgegtce
cggggctccc
cgagggcgtce
gtttggccat
caatagttcg
tggtgagatc
gtttatttac
cggctgggag
cctgaaggcet
gtcggccacc
tgacccgeat
cggaccgaac
ggagcaaaag
ggctcaggac
taagctgcct

Aspergillus fumigatus

Glu Val

Ala Phe

Glu Trp
40
Thr Leu

55

Ala
Ser
25

Ala

Ala

21

ggattcccct
attatgtgct
taatgtcgcc
ggaattcaac
atacccggac
acttttcgcc
ttacattctg
caacatcacg
ttggtgagta
ggccctttge
aatcgctgac
aacaacagct
ggcttccaag
ctcgctgggt
tggggcacga
gacatggctg
ccccctaact
gagggagcct
atccgtgaga
accggcaagg
gctaacggct
ggtactgcca
agcaacggcg
gttgcatctc
tttttaacca
ttcatcagtg
gaggccgtca
gttgggcccg
gccggcecttge
aaccccagcg
ttgctcaccyg
ttcattgact
ggcttgagct
agttcggcat
ggtagtgccg
ccttggctca
gactcggagt
ggcggcgcetce
ataaccaaca
gttccttgeg
gagcctcggg
gtttggacca
tgggtcatca

ctgagagcgc

Ala
10
Pro

Leu
Pro
Asp Ala

Glu Lys

ttgggtatcc
gatgattgtc
gcgacatggg
gacaagggcg
ggcggcagaa
gaaactatca
aatgaacagg
gagacgatca
gttgacactg
agatgctgtg
gaaccatcgt
acggttgtca
gcttcgtcat
tggatatgtc
acctaactgt
ttcgtatcat
tcagctcctg
ggaccaaggt
ttggtgccgce
aggttaaagt
gccccgaccg
acttccctta
gcaatgtctt
aatccaggtg
ttgcgaacag
tcgacggcaa
ttgacactgt
tcttgatcga
ccggtcagga
ccaagacccc
agcctaacaa
accgtcactt
acaccacctt
atgtcccgac
ccgactacct
actcgaccga
acattcccga
ctggtggtaa
ctggtaacgt
ttgcaatttg
tcgttctgeg
cgactcttaa
caaagtaccc
ctctgccceg

Thr Ala

Phe Tyr
30
His Arg
45
Val Asn

60

Ala
Pro
Arg

Leu

gtttctgtga
tctgtatagc
acaagacact
tggacatttt
tctgggaagg
agggtatcca
agcatttccg
gctccaacgt
caaatgagga
cgcggtaaga
agctggcgtt
aaacagtcaa
gagtgactgg
gatgcctgga
cagtgttctt
gaccgecgtac
gacccgggat
gaacgacttc
tagtacagtg
gggtgttctc
cggctgtgat
ccttgtcacc
tgctgtgact
agtgcgggcect
cgtgtctttg
cgagggtgac
tgtcagccac
ccggtggtat
gagtggcaac
gttcacctgg
tggcaatggt
tgacaagcgc
tggttactct
tagcggagag
gtatcccgag
cctcgaggat
aggcgctagg
ccctaccctt
cgccggttat
gctaactcgce
caagttcgac
ccgtcgtgat
caagaaagtg
tgtctactag

Ser Val
15

Ser Pro

Ala Val

Thr Thr

Glu Met
70

Asn

Trp

Ile
85
Ser

Gly

Phe
100

Asp

Asp
Trp

Leu

Arg
Gly

Asn

Cys
Leu

Ser
105

Val

Cys
90
Ala

Gly
75
Gly

Phe

Gln

Gln

Pro

Thr
Asp

Ala

Gly
Ser

Gly
110

Ser

Pro
95
Thr

Val
80
Leu

Asn

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060




Val
Met
Ala
145
Gly
Ile
Ile
Tyr
Thr
225
Gly
Gly
Gly
Val
Ser
305
Val
Arg
Pro
Ser
Val
385
Thr
Val
Ala
Ala
Gln
465
Val
Ser
Ile
Lys
Thr
545
Tyr
Gln

Pro

Gly

Ala
Gly
130
Ala
Phe
Lys
Leu
Gly
210
Met
Val
Cys
Phe
Gly
290
Phe
Leu
Ile
Pro
Ala
370
Gln
Val
Lys
Asn
Trp
450
Ala
Thr
Ser
Ser
Asn
530
Ile
Asp
Glu

Ser

Ala

Ala
115
Glu
Gly
Ser
Gly
Asn
195
Tyr
His
Gly
Gln
Gln

275
Ala

Asn
Met
Asn
355
Val
Arg
Leu
Val
Gly
435
Gly
Ile
Asp
Val
Val
515
Gly
Val
Asn
Ser
Ala

595
Pro

Thr
Glu
Pro
Pro
Ile
180
Glu
Asn
Glu
Ala
Asn
260
Gly
Ala
Asp
Gly
Thr
340
Phe
Ser
Ser
Leu
Gly
420
Cys
Ser
Gln
Asn
Ser
500
Asp
Glu
Val
Pro
Gly
580

Lys

Leu

Trp
Phe
Leu
Asp
165
Gln
Gln
Ile
Leu
Val
245
Ser
Phe
Leu
Gly
Thr
325
Ala
Ser
Glu
His
Lys
405
Val
Pro
Gly
Arg
Gly
485
Leu
Gly
Ala
Ile
Asn
565
Asn

Thr

Leu

Asp
Asn
Gly
150
Pro
Asp
Glu
Thr
Tyr
230
Met
Gln
Val
Ala
Leu
310
Val
Tyr
Ser
Gly
Ser
390
Asn
Leu
Asp
Thr
Glu
470
Ala
Val
Asn
Val
His
550
Val
Ser

Pro

Thr

Lys
Asp
135
Lys
Val
Ala
His
Glu
215
Leu
Cys
Thr
Met
Gly
295
Ser
Pro
Tyr
Trp
Ala
375
Gln
Thr
Gly
Arg
Ala
455
Val
Leu
Phe
Glu
Ile
535
Ser
Thr
Leu

Phe

Glu

Thr
120
Lys
Tyr
Leu
Gly
Phe
200
Thr
Trp
Ser
Leu
Ser
280
Leu
Phe
Ala
Lys
Thr
360
Trp
Ile
Gly
Glu
Gly
440
Asn
Ile
Ser
Val
Gly
520
Asp
Val
Ala
Val
Thr

600
Pro

22

Leu
Gly
Pro
Thr
Val
185
Arg
Ile
Pro
Tyr
Asn
265
Asp
Asp
Trp
Trp
Val
345
Arg
Thr
Ile
Ala
Asp
425

Cys

Phe
Ser
Gln
Asn
505

Asp
Thr
Gly
Ile

Asp

585

Trp

Asn

Ala
Val
Asp
Gly
170
Ile
Gln
Ser
Phe
Asn
250
Lys
Trp
Met
Gly
Arg
330
Gly
Asp
Lys
Arg
Leu
410
Ala
Asp
Pro
Asn
Met
490
Ala
Arg
Val
Pro
Ile
570
Val

Gly

Asn

Tyr
Asp
Gly
155
Val
Ala
Val
Ser
Ala
235
Gln
Leu
Ser
Ser
Thr
315
Val
Arg
Glu
Val
Glu
395
Pro
Gly
Asn
Tyr
Gly
475
Ala
Asp
Lys
Val
Val
555
Trp
Leu

Lys

Gly

Leu
Ile
140
Gly
Leu
Thr
Gly
Asn
220
Asp
Ile
Leu
Ala
Met
300
Asn
Asp
Asp
Tyr
Asn
380
Ile
Leu
Ser
Gly
Leu
460
Gly
Asp
Ser
Asn
Ser
540
Leu
Ala
Tyr

Thr

Asn

Arg
125
Leu
Arg
Phe
Ala
Glu
205
Val
Ala
Asn
Lys
His
285
Pro
Leu
Asp
Arg
Gly
365
Asp
Gly
Thr
Asn
Thr
445
Val
Asn
Val
Gly
Leu
525
His
Ile
Gly
Gly
Arg

605
Gly

Gly
Leu
Ile
Ala
Lys
190
Ala
Asp
val
Asn
Ala
270
His
Gly
Thr
Met
Leu
350
Trp
Phe
Ala
Gly
Pro
430
Leu
Thr
Val
Ala
Glu
510
Thr
Cys
Asp
Leu
Arg
590
Glu

Ala

Lys

Trp
Glu
175
His
Gln
Asp
Arg
Ser
255
Glu
Ser
Asp
Val
Ala
335
Arg
Glu
Val
Ala
Lys
415
Trp
Ala
Pro
Phe
Ser
495
Gly
Leu
Asn
Arg
Pro
575
Val

Ser

Pro

Ala
Pro
Glu
160
Thr
Tyr
Gly
Lys
Ala
240
Tyxr
Leu
Gly
Ile
Ser
320
Val
Ile
His
Asn
Ser
400
Glu
Gly
Met
Glu
Ala
480
Gln
Phe
Trp
Asn
Trp
560
Gly
Asn

Tyr

Gln



610
Asp Asp
625
Arg Asn

Thr Phe

Ser Ala
Glu
690
Ile

Gly

Arg
705
Asp Ser

Pro Glu

Gly Ala
Ala
770
Leu

Ser

Gln
785
Arg Lys

Thr Thr

Gln Asp
Ser
850
<210> 29
<211> 2800
<212> DNA
<213>
<400> 29

tgaaaatgca
ccattgcgca
gacttgacta
cgttctcaga
ccgcatatca
tgaccaccgg
tgactttttg
tcggattcaa
cctccgettt
aacgaggcca
ctgttgccgg
ctgatcctgt
gagtgattgc
gtgaagctgc
gtgctatgca
ctttcatgtg
tcaacaagct
cccatcactc
ccgaatttga
gcacggttcc
aagttggcct
cctacggata
atgttcgcag
tgaagaacaa
aggatgccgg
gcactctcgc
acactgctat

Ser

Phe
Glu
Gly
Tyr
675
Ile
Thr
Ser
Gly
Pro
755
Thr
Tyr
Phe
Thr
Trp

835
Arg

Asn Glu

Gly

615

Val Phe

630

Thr Pro
645
Tyr Ser
660

Val Pro

Gly Ser

Lys Phe

Ile

His

Thr

Ala

Ile

Tyr Glu

Leu Arg

Ser Gly
680
Ala Asp
695

Tyr Pro

710

Asp Asp
725
Ala Arg
740
Gly Gly

Ile Thr

Val Ser

Pro
Asp
Asn
Asn

Leu

Asn Tyr

Gly Ser
Thr
760
Gly

Pro

Thr
775

Gly Gly

790

Asp Arg
805
Leu Asn
820
Val TIle

Lys Leu

gggttctaca
gcccatacag
attgttttac
accgttctac
gaaagctcaa
tgttgggtaa
aagctgggaa
aggattttgt
cacatctagc
agccatggca
ccctcteggt
cttgactggt
ttgcgctaaa
gggtcacgga
tgagctatac
ctcatactct
cctcaagagc
tggagtgtca
ttctggcttg
cgaatggcgc
tactattgag
taaatacgct
cgaccacaat
ctttcatgct
gccaaacccc

aatgggatgg
tcagtcaaag

Ile
Arg
Thr

Pro

Phe Leu

Arg Asp

Lys Tyr
840
Leu Arg

855

Penicillium brasilianum

atctttctgg
aagcacgagg
atacagcccg
ccgtcgecect
gattttgtct
gtctctccga
aatgggccgt
acccaggatt
caaatggccg
caggaacaca
cgcatccccg
atagccatgg
cattatattg
tacactattt
ttgtggccat
cagatcaaca
gaattgggct
tcggcgctag
agcttctggg
ctggatgaca
gatcaaccag
tatagcaagg
aagctcattc
ctccctctga
aagggcccta

ggctcagggt
gtcctcgaat

23

Ile Asp Tyr

635

Phe Gly His
650

Val Gln Ala

665

Glu

Thr Lys

Tyr Leu Tyr
Asn
715

Glu

Trp Leu

Gly Trp
730
Pro Gln Pro
745
Leu

Tyr Gln

Asn Val Ala
Glu
795

Gly

Pro Asn

Ala Pro
810
Leu Ala Asn
825
Pro

Lys Lys

Ala Pro Leu

ctttcgcectce
tttgttttat
gatttctgca
ggatgaatcc
cgcaactcac
ctgcttctgg
gtgtaggaaa
caccacaggg
ccgcaacatt
aggctaaggg
agggcggcecg
ctgagacaat
gaaacgagca
ccgatactat
ttgctgatgc
actcctacgg
tccaaggcectt
ctggacttga
gctctaacct
tggcgatgcg
atgtcaactt
aagattacga
gcgagactgc
agcagcccag
acggctgcgce
ctaccgaatt
acgggggtcg

620

Arg His Phe

Gly Leu Ser
Ser
670

Pro

Leu Asn
Ala
685
Glu

Pro

Pro
700

Ser Thr Asp

Asp Ser Glu

Leu Leu Lys
750
Leu Val
765

Tyr

Asp
Gly Glu
780
Pro

Arg Val

Glu Gln Lys
Val
830

vVal

Trp Asp

Val His
845
Arg

Pro Val

860

atgggcgagc
cttgctcatg
cgggccccaa
tcacgccgag
tatcttggag
gtcacggtgce
cactggatca
tgttcggtte
tgaccgctca
tatcacaatt
caactgggaa
taagggcatg
ggagcacttc
ttcatctaat
cgttcgecgcet
atgccaaaac
tgtcatgagc
tatgagcatg
caccattgca
aattatggcet
caatgcctgg
gcaggtcaac
cgcgaagggt
gttcgtggcc
agaccgagga
cccttacctg
atacgagagt

Gly

Lys
640
Thr

Asp

Tyr
655
Ser Ser

Thr Tyr

Leu Lys
Glu
720
Ile

Leu

Tyr
735
Ala Gly

Arg Val

Val Pro

Leu
800
Trp

Val

Val
815
Glu Ala

Gly Ser

Tyr

caggttgctg
gacgtgcttt
gccatagaat
ggctgggagg
aaaataaatc
gacgagccac
attcctecgtce
gcagattatt
attctttatc
caattgggcc
ggattctccc
caggatactg
cgtcaagtgg
attgacgacc
ggtgtgggtt
agtcagaccc
gattggggtg
ccgggtgata
attctgaacg
gcatacttca
acccatgaca
tggcatgtcg
acagttctgce
gtcgttggtc
tgcgaccaag
gtcactcctg
atttttgata

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620




actatgacga
ttgcaaatgc
acaatctgac
acaacacaat
acccgaacat
tcgtggatat
aaagtcgaga
ctcagcagga
tcgagccaat
tccgtgttgt
caccttccat
acaagtacat
cttccaagga
cccctcaacc
acgacgaact
aagtcgtcca
ttgacaggtt
gtgatttgag
gagtgtatgt
catgtctacc
<210> 30
<211> 878
<212> PRT
<213>
<400> 30
Met Gln
1
Val Ala
His Gly
35
Pro Trp Met
50
Ala Gln
65
Thr Thr

Ser Ile

Gln Val
115
Ala

Gly
Met Ala
130
Ala Met
145

Pro

Ala

Val Ala

Glu Gly Phe

Thr Ile Lys
195
Ile
210

His

Tyr

Gly
225
Arg

Gly

Ala Met

Ala Gly Val

Tyr Gly Cys

275
Phe

Leu Gly

290

Gly
Ala

Pro

Asp

Gly

Pro

Gly

caatgctatc
cgattccggt
cctctggcaa
cgttgttctc
cacagctatt
tctttggggce
ggactatggc
tttcaccgag
ttacgagttt
gaagaagtat
cggacagcca
caaaaccttc
tccecgaatac
tctcaacccc
ttacgaggtc
gctttacgta
ttatctgctg
caactgggat
tggacggtcg
aatagatgtt

Ser
5
Ile Ala
20
Gln Ala

Asn Pro

Phe Val

Val Gly
85

Arg Leu
100
Arg Phe

Ala Thr

Gln Glu

Gln
Ile
His
Ser
70

Trp
Gly
Ala

Phe

His

ttgtcgcttg
gaaggctaca
aatgccgatc
cactctgtcg
gtctgggcag
aatgttaacc
actgatataa
agcatctacc
ggattcggcc
gttcaaccat
cctagccaga
atttatccct
ggtcgtacag
gctggagacc
actgcacaga
gatctcgggg
cccggtcaga
attgaggcge
agtcgggatt
gaatgtctgg

Penicillium brasilianum

Thr Ile Phe Leu

Pro Ile

Glu Ser
40
Ala Glu
55
Gln Leu

Glu Asn

Phe Lys

Asp Tyr
120
Asp Arg
135

Lys Ala

150

Pro
165
Pro

Gly

Ser
180
Gly Met

Asn Glu

Tyr Thr

Leu
Asp
Gln
Gln

Ile

Gly Arg

Pro Val

Thr
200
His

Asp

Glu
215

Ser Asp

230

Glu
245
Ser

His

Gly
260
Gln Asn

Gln Gly

Leu

Phe

Ser

Phe

Tyr Leu

Met Cys

Gln Thr
280
Val Met

295

Ala

24

tctcacagcc
tcactgtcga
aagtgattag
gaccagtgtt
ggatgccagg
ctgccggtcg
tgtacgagcc
tcgactaccg
tctcctatac
acagtcccac
acctggatac
acctgaacag
actttatccc
cagtggccag
tcaaaaacac
gtgacaaccc
gctcaacatt
agaactggcg
tgccgectgag
tgtggatatt

Phe
10
Lys

Ala
Gln His
25
Phe

Ser Glu

Gly Trp Glu

Thr Ile Leu
75
Pro Cys
90

Phe

Gly

Gly
105
Ser

Cys

Ser Ala

Ser Ile Leu
Ile
155

Glu

Lys Gly

Ile Pro
170
Leu Thr
185

Gly

Gly

Val Ile

Phe Arg Gln

Thr Ile Ser
235
Pro Phe
250

Tyr

Trp

Ser Ser

265

Leu Asn Lys

Ser Asp Trp

tgatgcaacc
caacaactgg
cactgtcagc
gctaaatggt
cgaagaatct
cactccgttc
caacaacggc
ccatttcgac
caccttcgaa
gaccggcacc
ctacaagttc
cactgtctcc
accccacgcg
tggtggaaac
tggcgacgtg
gcctcecgtcag
ccgggctaca
agttacggaa
ctcacaattg

Ser Trp Ala

Glu Pro Gly
Phe
45

Ala

Pro Tyr
Ala
60
Glu

Tyr

Lys Ile

Val Gly Asn

Thr Gln Asp
110
Thr Ser
125

Gln

Phe

Tyr Arg

140
Thr

Ile Gln

Gly Gly Arg

Ile Ala Met

190

Ala Cys Ala
205

Val Gly

220

Ser

Glu

Asn Ile

Ala Asp Ala

Gln Ile Asn
270
Leu Lys
285

Ala

Leu

Gly His

300

tgtatcgttt
ggtgaccgca
tcgcgatgca
atatatgagc
ggcaatgctc
acctgggcca
cagcgtgcgc
aaagctggta
tactctgacc
ggtgctcaag
cctgctacat
ctccgecgcetg
cgtgatggct
aacatgctct
gccggcgacg
ttgagaaact
ttgacgcgcce
tcgcctaaga
gagtaatgat

Ser Gln
15
Phe Leu

Pro Ser

Gln Lys
Leu
80

Gly

Asn

Thr
95
Ser Pro

Ser Gln

Gly Gln

Leu Gly
160
Asn Trp
175
Ala Glu

Lys His

Ala Ala

Asp Asp
240
Val Arg
255
Asn Ser

Ser Glu

His Ser

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2800




Gly
305
Thr
Ala
Met
Gln
Lys
385
Asp
Gly
Pro
Gly
Met
465
Asp
Ser
Gln
Gly
Leu
545
Asn
Gly
Pro
Val
Asp
625
Pro
Asp
Tyr
Gln
Gly
705
Tyr
Ser
Ile
Gly
Tyr

785
Glu

Val
Glu
Ile
Arg
Pro
370
Tyr
Val
Thr
Arg
Pro
450
Gly
Thr
Ile
Pro
Tyr
530
Trp
Asn
Ile
Gly
Asn
610
Tyr
Gln
Lys
Thr
Pro
690
Gln
Lys
Leu
Pro
Asp
770
Glu

Val

Ser
Phe
Leu
Ile
355
Asp
Ala
Arg
Val
Phe
435
Asn
Trp
Ala
Phe
Asp
515
Ile
Gln
Thr
Tyr
Glu
595
Pro
Gly
Gln
Ala
Thr
675
Tyr
Pro
Tyr
Arg
Pro
755
Pro

val

Val

Ser
Asp
Asn
340
Met
Val
Tyr
Ser
Leu
420
Val
Gly
Gly
Ile
Asp
500
Ala
Thr
Asn
Ile
Glu
580
Glu
Ala
Thr
Asp
Gly
660
Phe
Ser
Pro
Ile
Ala
740
His
Val

Thr

Gln

Ala
Ser
325
Gly
Ala
Asn
Ser
Asp
405
Leu
Ala
Cys
Ser
Gln
485
Asn
Thr
Val
Ala
Val
565
His
Ser
Gly
Asp
Phe
645
Ile
Glu
Pro
Ser
Lys
725
Ala
Ala
Ala

Ala

Leu

Leu
310
Gly
Thr
Ala
Phe
Lys
390
His
Lys
Val
Ala
Gly
470
Ser
Tyr
Cys
Asp
Asp
550
Val
Pro
Gly
Arg
Ile
630
Thr
Glu
Tyr
Thr
Gln
710
Thr
Ser
Arg
Ser
Gln

790
Tyr

Ala
Leu
Val
Tyr
Asn
375
Glu
Asn
Asn
Val
Asp
455
Ser
Lys
Asp
Ile
Asn
535
Gln
Leu
Asn
Asn
Thr
615
Met
Glu
Pro
Ser
Thr
695
Asn
Phe
Lys
Asp
Gly
775
Ile

Val

Gly
Ser
Pro
Phe
360
Ala
Asp
Lys
Asn
Gly
440
Arg
Thr
Val
Asp
Val
520
Asn
Val
His
Ile
Ala
600
Pro
Tyr
Ser
Ile
Asp
680
Gly
Leu
Ile
Asp
Gly
760
Gly

Lys

Asp

25

Leu
Phe
Glu
345
Lys
Trp
Tyr
Leu
Phe
425
Gln
Gly
Glu
Leu
Asn
505
Phe
Trp
Ile
Ser
Thr
585
Leu
Phe
Glu
Ile
Tyr
665
Leu
Thr
Asp
Tyr
Pro
745
Ser
Asn

Asn

Leu

Asp
Trp
330
Trp
Val
Thr
Glu
Ile
410
His
Asp
Cys
Phe
Glu
4380
Ala
Ala
Gly
Ser
Val
570
Ala
Val
Thr
Pro
Tyr
650
Glu
Arg
Gly
Thr
Pro
730
Glu
Pro
Asn

Thr

Gly

Met
315
Gly
Arg
Gly
His
Gln
395
Arg
Ala
Ala
Asp
Pro
475
Tyr
Ile
Asn
Asp
Thr
555
Gly
Ile
Asp
Trp
Asn
635
Leu
Phe
Val
Ala
Tyr
715
Tyr
Tyr
Gln
Met
Gly

795
Gly

Ser
Ser
Leu
Leu
Asp
380
Val
Glu
Leu
Gly
Gln
460
Tyr
Gly
Leu
Ala
Arg
540
Val
Pro
Val
Ile
Ala
620
Asn
Asp
Gly
Val
Gln
700
Lys
Leu
Gly
Pro
Leu
780
Asp

Asp

Met
Asn
Asp
Thr
365
Thr
Asn
Thr
Pro
Pro
445
Gly
Leu
Gly
Ser
Asp
525
Asn
Ser
Val
Trp
Leu
605
Lys
Gly
Tyr
Phe
Lys
685
Ala
Phe
Asn
Arg
Leu
765
Tyr

Val

Asn

Pro
Leu
Asp
350
Ile
Tyr
Trp
Ala
Leu
430
Asn
Thr
Val
Arg
Leu
510
Ser
Asn
Ser
Leu
Ala
590
Trp
Ser
Gln
Arg
Gly
670
Lys
Pro
Pro
Ser
Thr
750
Asn
Asp
Ala

Pro

Gly
Thr
335
Met
Glu
Gly
His
Ala
415
Lys
Pro
Leu
Thr
Tyr
495
Val
Gly
Leu
Arg
Leu
575
Gly
Gly
Arg
Arg
His
655
Leu
Tyr
Ser
Ala
Thr
735
Asp
Pro
Glu
Gly

Pro

Asp
320
Ile
Ala
Asp
Tyr
Val
400
Lys
Gln
Lys
Ala
Pro
480
Glu
Ser
Glu
Thr
Cys
560
Asn
Met
Asn
Glu
Ala
640
Phe
Ser
Val
Ile
Thr
720
Val
Phe
Ala
Leu
Asp

800
Arg




Gln Leu

Thr Phe

Glu Ala
850
Gly Arg
865
<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 31
atgcgttacc
agtcactcaa
ggaaccgcgt
ggcatcgtga
tccaagatca
acaggcagca
atccgcgaac
cttggtcctg
ttcggtgtcg
tcggtaggeg
gaaaccattt
gccgacgcegg
acctgggcct
ccaggctatg
gggcttgaca
gctctcacca
actcgtatcc
aacatcagca
ggcatcgttc
gcecgtegttg
gacaaaggct
ccgtacttcg
gttaccttga
gtcgccatcg
gcgggcgate
gccggtgceca
cagattcttg
agcggcaatg
tacaccattg
agcttcagcg
cggtacgagt
ttgtcgaccg
ctgttccaga
gccgaggtag
cagctgcgag
aacatccgac
tcggggtcgt
ctgtcggtag
<210> 32
<211> 744
<212> PRT

31
2235
DNA

Arg
Arg
835
Gln

Ser

805
Asn Phe
820
Ala Thr

Asn Trp

Ser Arg

Asp
Leu
Arg

Asp

Arg Phe
Thr Arg
840
Val Thr
855

Leu Pro

870

gaacagcagc
catcgggggce
acgacaaggc
gcggtgtcgg
gctatccatc
cagcctttac
gtggacagtt
tggctgggcece
atccatatct
tgcaggcgac
cgagcaaccc
ttcaggccaa
gcgaggatca
tcatgacgga
tgtcaatgcc
atgcggtaaa
tcgccgcecatg
gaaatgttca
tgctcaagaa
gatctgccgce
gcgacgacgg
tcgcgcecta
gcaacaccga
tcttcatcac
gcaacaacct
acagcaacgt
ctcttccgea
cgctcgtcga
cgaagagccc
agggactgtt
tcggctatgg
ccaagtctgg
atgtcgcgac
cccagctgta
gctttgccaa
gacgagatct
ttggcatcag
cgtag

Trichoderma reesei

tgcgctggca
ctcggctgag
gaaggccgca
ctggaacggc
gctatgcctt
gccgggegtt
catcggtgag
gctgggaaag
cacgggcatt
agcgaagcac
agatgaccga
tgtcgcecttet
gtacacgctg
ctggaacgca
tggcacagac
tagcaatcag
gtacttgaca
aggaaaccac
tgacgccaac
aatcattggt
ggcettggge
cgatgccatc
caacacgtcc
cgccgactcg
ggatccgtgg
cattgttgtt
ggtcaaggcc
cgtgctgtgg
caatgactat
catcgactat
actgtcttac
tcctgecgact
agtcaccgtt
catcacctac
gctgaacctc
cagctactgg

cgtgggagceg

<213> Trichoderma reesei

<400> 32

26

810

Tyr Leu Leu

825
Arg

Asp Leu

Glu Ser Pro

Ser
875

Leu Ser

cttgccactg
gcagttgtac
ttggcaaagc
ggtccttgcecg
caagacggac
caagcggcct
gaggtgaagg
actccgcagg
gccatgggtc
tatatcctca
actctccatg
gtcatgtgct
cagactgtgc
cagcacacga
ttcaacggta
gtccccacga
ggccaggacc
aagaccaatg
atcctgccgce
aaccacgcca
atgggttggg
aataccagag
tcaggcgcat
ggtgaaggct
cacaacggca
gtccactccg
gttgtctggg
ggagatgtca
aacactcgca
aagcacttcg
accaagttca
ggggccgttg
gacatcgcaa
ccatcttcag
acgcctggtc
gacacggctt
agcagccggg

Met Arg Tyr Arg Thr Ala Ala Ala Leu Ala Leu

1

5

10

Ala Arg Ala Asp Ser His Ser Thr Ser Gly Ala

20

25

Val Pro Pro Ala Gly Thr Pro Trp Gly Thr Ala

35

40

Gln
830
Trp

Pro Gly

Asn
845
Arg

Ser
Lys val
860
Gln

Leu Glu

ggccctttge
ctcctgcagg
tcaatctcca
ttggaaacac
ccctcggtgt
cgacgtggga
cctcggggat
gcggtcgcaa
aaaccatcaa
acgagcagga
agctgtatac
cgtacaacaa
tgaaagacca
ctgtccaaag
acaatcggct
gcagagtcga
aggcaggcta
tcagggcaat
tcaagaagcc
gaaactcgcc
gttccggcecgce
cgtcttcgca
ctgcagcaag
acatcaccgt
atgccctggt
ttggcgccat
cgggtcttcce
gcccttctgg
tcgtttcecgg
acgacgccaa
actactcacg
tgccgggagg
actctggcca
cacccaggac
agagcggaac
cgcagaaatg
atatcaggct

Ala Thr Gly

Ser Ala Glu
30
Tyr Asp Lys
45

815
Ser Ser

Asp Ile

Tyr Val

tagggcagac
gactccatgg
agataaggtc
atctccggcece
tcgatactcg
tgtcaatttg
tcatgtcata
ctgggagggce
cggcatccag
gctcaatcga
ttggccattt
ggtcaatacc
gctggggttc
cgcgaattct
ctggggtcca
cgatatggtg
tccgtegtte
tgccagggac
cgctagcatt
ctcgtgcaac
cgtcaactat
gggcacccag
aggaaaggac
ggagggcaac
ccaggcggtg
cattctggag
ttctcaggag
caagctggtg
cggcagtgac
tatcacgccg
cctctcecgtce
cccgagtgat
agtgactggt
ccctccgaag
agcaacgttc
ggtggtgccg
gacgagcact

Pro Phe
15
Ala Val

Ala Lys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2235




Ala Ala Leu Ala Lys Leu Asn Leu Gln Asp Lys Val Gly Ile Val Ser
50 55 60
Gly Val Gly Trp Asn Gly Gly Pro Cys Val Gly Asn Thr Ser Pro Ala

Ser Lys Ile Ser Tyr Pro Ser Leu Cys Leu Gln Asp Gly Pro Leu Gly
85 90 95
Val Arg Tyr Ser Thr Gly Ser Thr Ala Phe Thr Pro Gly Val Gln Ala
100 105 110
Ala Ser Thr Trp Asp Val Asn Leu Ile Arg Glu Arg Gly Gln Phe Ile
115 120 125
Gly Glu Glu Val Lys Ala Ser Gly Ile His Val Ile Leu Gly Pro Val
130 135 140
Ala Gly Pro Leu Gly Lys Thr Pro Gln Gly Gly Arg Asn Trp Glu Gly
145 150 155 160
Phe Gly Val Asp Pro Tyr Leu Thr Gly Ile Ala Met Gly Gln Thr Ile
165 170 175
Asn Gly Ile Gln Ser Val Gly Val Gln Ala Thr Ala Lys His Tyr Ile
180 185 190
- Leu Asn Glu Gln Glu Leu Asn Arg Glu Thr Ile Ser Ser Asn Pro Asp
195 200 205
Asp Arg Thr Leu His Glu Leu Tyr Thr Trp Pro Phe Ala Asp Ala Val
——— r= I




28

545 550 555 560

Tyr Thr Ile Ala Lys Ser Pro Asn Asp Tyr Asn Thr Arg Ile Val Ser
565 570 575

Gly Gly Ser Asp Ser Phe Ser Glu Gly Leu Phe Ile Asp Tyr Lys His

580 585 590
Phe Asp Asp Ala Asn Ile Thr Pro Arg Tyr Glu Phe Gly Tyr Gly Leu
595 600 605
Ser Tyr Thr Lys Phe Asn Tyr Ser Arg Leu Ser Val Leu Ser Thr Ala
610 615 620

Lys Ser Gly Pro Ala Thr Gly Ala Val Val Pro Gly Gly Pro Ser Asp

625 630 635 640

Leu Phe Gln Asn Val Ala Thr Val Thr Val Asp Ile Ala Asn Ser Gly
645 650 655

Gln Val Thr Gly Ala Glu Val Ala Gln Leu Tyr Ile Thr Tyr Pro Ser

660 665 670
Ser Ala Pro Arg Thr Pro Pro Lys Gln Leu Arg Gly Phe Ala Lys Leu
675 680 685
Asn Leu Thr Pro Gly Gln Ser Gly Thr Ala Thr Phe Asn Ile Arg Arg
690 695 700

Arg Asp Leu Ser Tyr Trp Asp Thr Ala Ser Gln Lys Trp Val Val Pro

705 710 715 720

Ser Gly Ser Phe Gly Ile Ser Val Gly Ala Ser Ser Arg Asp Ile Arg
725 730 735

T@r—Thr GOor—Th e 20 T e ) Jali, ;

— .
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<212> DNA
<213> Aspergillus niger

<400> 39

gtactaaaac c

<210> 40

<211> 11

<212> DNA

<213> Aspergillus niger

<400> 40

ccgttaaatt t

<210> 41

<211> 45

<212> DNA

<213> Aspergillus niger

<400> 41

ggatgctgtt gactccggaa atttaacggt ttggtcttge atccce
<210> 42

<211> 14

<212> DNA

<213> Aspergillus niger

<400> 42

atgcaattta aact

<210> 43

<211> 14

<212> DNA

<213> Aspergillus niger

<400> 43

cggcaattta acgg

<210> 44

<211> 44

<212> DNA

<213> Aspergillus niger

<400> 44

ggtattgtcc tgcagacgge aatttaacgg cttctgcgaa tcge
<210> 45

<211> 29

<212> DNA

<213> Humicola insolens

<400> 45

aagcttaagc atgcgttcct cccccectece
<210> 46

<211> 32

<212> DNA

<213> Humicola insolens

<400> 46

ctgcagaatt ctacaggcac tgatggtacc ag
<210> 47

<211> 32

<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<400> 47

ctgcagaatt ctacaggcac tgatggtacc ag
<210> 48

<211> 36

<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<400> 48

accgcggact gcgcatcatg cgttcctcce cectec
<210> 49

<211> 29

<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<400> 49

11

11

45

14

14

44

29

32

32

36
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aaacgtcgac cgaatgtagg attgttatc 29
<210> 50

<211> 17

<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<400> 50

gatgcgcagt ccgeggt 17
<210> 51

<211> 29

<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<400> 51

aaacgtcgac cgaatgtagg attgttatc 29
<210> 52

<211> 36

<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<400> 52

ggagggggga ggaacgcatg atgcgcagtc cgcggt 36
<210> 53

<211> 29

<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<400> 53

3 tcaoac ~aaatataca attattatc pXe)
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<212> PRT

<213> Aspergillus oryzae

<400> 60

Met Lys Leu Gly Trp Ile Glu Val Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ser Val
1 5 10 15

Val Ser Ala

<210> 61
<211> 42
<212> DNA
<213> Aspergillus oryzae
<400> 61
tgcecggtgtt ggcccttgcece aaggatgatc tcgcgtactce cc
<210> 62
<211> 28
<212> DNA
<213> Aspergillus oryzae
<400> 62
gactagtctt actgggcctt aggcagcg
<210> 63
<211> 63
<212> DNA
<213> Humicola insolens
<400> 63
atgcgttect cecccectect ccgctceccgece gttgtggccg ccctgececggt gttggccctt
gcc
<210> 64
<211> 21
<212> PRT
<213> Humicola insolens
<400> 64
Met Arg Ser Ser Pro Leu Leu Arg Ser Ala Val Val Ala Ala Leu Pro
1 5 10 15
Val Leu Ala Leu Ala
20
<210> 65
<211> 30
<212> DNA
<213> Trichoderma reesei
<400> 65
acgcgtcgac cgaatgtagg attgttatcc
<210> 66
<211> 42
<212> DNA
<213> Trichoderma reesei
<400> 66
gggagtacgc gagatcatcc ttggcaaggg Ccaacaccgg ca
<210> 67
<211> 20
<212> DNA
<213> Trichoderma reesei
<400> 67
Cccaagctta gccaagaaca
<210> 68
<211> 29
<212> DNA
<213> Trichoderma reesei
<400> 68
dggggaggaa cgcatgggat ctggacgge
<210> 69
<211> 30
<212> DNA
<213> Aspergillus oryzae

42

28

60
63

30

42

20

29



<400> 69

gccgtccaga tccccatgeg ttccteecceco

<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 70
ccaagcttgt
<210> 71
<211> 20
<212> DNA
<213>
<400> 71
ggactgcgca
<210> 72
<211> 30
<212> DNA
<213>
<400>

70
20
DNA

72

tcagagtttc

gcatgcgttc

Aspergillus oryzae

Aspergillus oryzae

Aspergillus oryzae

agttaattaa ttactgggcc ttaggcagcg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 73

atgcgttcct
gccgctgatg
aagaaggctc
gacttcgacg
accccatggg
agcaatgagg
gctggcaaga
ttcgatctca
ggtggtctgc
cccgacgccc
ccgagcttca
cgccgcaacg
ctccgctcecg
tactcccctc
tacaaacgcg
actggaacag
aacatcccca
tcagctttcc
cgtggtcagg
gctgctggcc
gatccagccc
gtcattgcga
gaggctgcgg
actatgcatg
gtcatgtgct
aacaagcttt
catcacagcg
accttcgata
acaatccccc
gttggccgcg
ggtttcgcgce
gtgcaacgcg
aagaacaagg
gatgcgggtt
acccttgcca
caggcgattc
tgggcgctcg
aactccgact

73
3294
DNA

cccccectect
gcaggtccac
ccgtgaacca
ccaagtccgg
ctgtgaacga
cgggctggtg
agatggtcgt
acatccccgg
ccggccageg
tcaagcccgg
gcttccgtca
acgacggcaa
ccgttgtggce
ctttctaccc
ctgtagacat
gatggcaact
gcttgtgttt
ctgcgggtgt
caatgggtga
ctctcggtgce
tcaccggtgt
cagctaagca
gttacggatt
aattgtacct
cttacaacca
tgaaggcgga
gcgtaggcgce
gtggtacgtc
aatggcgtgt
acaccaaata
ataaccatgt
atcatgccga
gtgccttgcecce
ccaactcgtg
tggcctgggg
agaacgaagt
acaagatcgc
caggagaagg

Aspergillus oryzae

ccgctceccgece
ccgctactgg
gcctgtcttt
ctgcgagcecg
cgacttcgcg
ctgcgcecctge
ccagtccacc
cggcggcegte
ctacggcggc
ctgctactgg
ggtccagtgce
cttccctgec
cgccctgeceg
ttcccecatgg
agtttcccag
agagaggtgt
gcaggatagt
taatgtcgcet
ggagttcagt
tcatccggat
actttttgceg
ttatatcatg
caacgtaagc
ctggccctte
aatcaacaac
gcttggtttc
tgctttagca
tttctggggt
tgatgacatg
cacccctecce
ttcggaaggt
cctaatccgt
cttgagccgce
gggcgctaac
tagcggtact
tcttcagggce
tgcggctgece
ctatcttagt

32

gttgtggccg
gactgctgca
tcctgcaacg
ggcggtgtcg
ctcggttttg
tacgagctca
agcactggcg
ggcatcttcg
atctcgtccce
cgcttcgact
ccagccgagc
gtccagatcc
gtgttggccce
gcagatggtc
atgacgttga
gttggacaaa
cctcttggta
gccacctggg
gataagggta
ggcggtagaa
gagacgatta
aacgaacaag
gacagtttga
gcggatgcag
agctacggtt
caaggcttcg
ggtctggata
gcaaacttga
gctgtccgta
aacttcagct
gcttacgaga
cgcatcggcg
aaggaaaagc
ggctgtgatg
gcgaatttcc
cgtggtaatg
cgccaggcca
gtggatggaa

ccctgecggt
agccttcgtg
ccaacttcca
cctactcgtg
ctgccacctc
ccttcacatc
gtgatcttgg
acggatgcac
gcaacgagtg
ggttcaagaa
tcgtcgetceg
ccatgcgttc
ttgccaagga
agggtgaatg
cagagaaagt
ctggcagtgt
ttcgtttctc
acaagacgct
ttgacgttca
actgggaagg
agggtattca
agcatttccg
gttccaacgt
tacgcgctgg
gcgagaatag
tcatgagtga
tgtcgatgcc
cggtcggtgt
tcatggccgce
cgtggaccag
gggtcaacga
cgcagagcac
tggtcgcect
accgtggttg
catacctcgt
tcttcgccgt
gcgtatctct
atgagggcga

gttggccctt
cggctgggcec
gcgtatcacg
cgccgaccag
tattgccggce
cggtcctgtt
cagcaaccac
tcceccagtte
cgatcggttc
cgccgacaat
caccggatgc
ctcccccecte
tgatctcgceg
ggcggaagta
caacttaacg
tcccagactc
ggactacaat
cgcctacctt
gctgggtcct
tttctcacca
agatgctggt
ccaacaaccc
tgatgacaag
agtcggtgct
Cgaaactctg
ttggaccgct
cggtgatgtt
ccttaacggt
ttattacaag
ggacgaatat
attcgtggac
tgttctgctg
tctgggagag
cgataacggt
gacaccagag
gaccgacagt
cgtgttcgtce
tcgtaacaac

30

20

20

30

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280




atcactctgt
accgttgtca
aatgtcactg
gatgtgctgt
cgggagtcgt
tctgatttca
cctatctacg
gttcagcccc
aactttggtg
catgagttta
aactacggct
cccegtttge
cgcgtctctg
tacgtttccce
cacttggccc
aactgggacg
ggaaactcct
<210> 74
<211> 1097
<212> PRT

ggaagaacgg
tcatccactce

gtattctctg
acggtcgtgt
atggttctcc
cccagggtgt
agtttggcta
tgaacgcgtc
aaattggcga
tctatcectg
gggaagactc
ccgctagtgg
tgaaggtcaa
taggcggccce
cttcgcagga
tttcggctca
cacggaaact

cgacaatgtg
cgtcggacca
ggctggtctg
caaccctggce
cttggtcaag
tttcatcgat
cggcttgagce
ccgatacact
tgcgtcggag
gatcaactct
caagtatatt
tggtgccgga
gaacacgggc
gaatgagccc
ggccgtgtgg
ggactggacc
gccgctccag

<213> Aspergillus oryzae

<400> 74

33

gtcaagaccg
gttttgatcg
ccaggccagg
gccaagtctc
gatgccaaca
taccgccatt
tacaccacct
cccaccagtg
tacgtgtatc
accgacctga
cccgaaggcg
ggaaaccccg
aatgtcgcecg
aaggtggtac
acaacgaccc
gtcactcctt
gcctecgectge

cagcgaataa
atgaatggta
agtctggtaa
ctttcacttg
atggcaacgg
tcgataagtt
tcgagctctc
gcatgactga
cggaggggct
aggcatcgtc
ccacggatgg
gtctgtacga
gtgatgaagt
tgcgcaagtt
ttacccgtcg
accccaagac
ctaaggccca

ctgtaacaac
tgaccacccc
ctccattgcecc
gggcaagacc
agcgccccag
caatgagacc
cgacctccat
agctgcaaag
ggaaaggatc
tgacgattct
gtctgcccag
ggatcttttc
tcctcagcetg
tgagcgtatt
tgaccttgca
gatctacgtt
gtaa

Met
1
Val
Cys
Val
Lys
65
Thr
Ser
Leu
Ser
Ile
145
Gly
Cys
Asp
Gln
Asp
225
Leu
Asp
Gly
Ser
Trp

305
Asn

Arg
Leu
Lys
Phe
50

Ser
Pro
Ile
Thr
Thr
130
Pro
Gly
Asp
Trp
Cys
210
Gly
Arg
Asp
Gln
Gln
290
Gln

Ile

Ser
Ala
Pro
35

Ser
Gly
Trp
Ala
Phe
115
Ser
Gly
Leu
Arg
Phe
195
Pro
Asn
Ser
Leu
Gly
275
Met

Leu

Pro

Ser
Leu
20

Ser
Cys
Cys
Ala
Gly
100
Thr
Thr
Gly
Pro
Phe
180
Lys
Ala
Phe
Ala
Ala
260
Glu
Thr

Glu

Ser

Pro
5
Ala
Cys
Asn
Glu
Val
85
Ser
Ser
Gly
Gly
Gly
165
Pro
Asn
Glu
Pro
Val
245
Tyr
Trp
Leu

Arg

Leu

Leu
Ala
Gly
Ala
Pro
70

Asn
Asn
Gly
Gly
Val
150
Gln
Asp
Ala
Leu
Ala
230
Val
Ser
Ala
Thr
Cys

310
Cys

Leu
Asp
Trp
Asn
55

Gly
Asp
Glu
Pro
Asp
135
Gly
Arg
Ala
Asp
Val
215
Val
Ala
Pro
Glu
Glu
295
Val

Leu

Arg
Gly
Ala
40

Phe
Gly
Asp
Ala
Val
120
Leu
Ile
Tyr
Leu
Asn
200
Ala
Gln
Ala
Pro
Val
280
Lys
Gly

Gln

Ser
Arg
25

Lys
Gln
Val
Phe
Gly
105
Ala
Gly
Phe
Gly
Lys
185
Pro
Arg
Ile
Leu
Phe
265
Tyr
Val
Gln

Asp

Ala
10

Ser
Lys
Arg
Ala
Ala
90

Trp
Gly
Ser
Asp
Gly
170
Pro
Ser
Thr
Pro
Pro
250
Tyr
Lys
Asn

Thr

Ser

Val
Thr
Ala
Ile
Tyr
75

Leu
Cys
Lys
Asn
Gly
155
Ile
Gly
Phe
Gly
Met
235
Val

Pro

Leu

Gly
315
Pro

Val
Arg
Pro
Thr
60

Ser
Gly
Cys
Lys
His
140
Cys
Ser
Cys
Ser
Cys
220
Arg
Leu
Ser
Ala
Thr
300

Ser

Leu

Ala
Tyr
Val
45

Asp
Cys
Phe
Ala
Met
125
Phe
Thr
Ser
Tyr
Phe
205
Arg
Ser
Ala
Pro
Val
285
Thr
Val

Gly

Ala
Trp
30

Asn
Phe
Ala
Ala
Cys
110
Val
Asp
Pro
Arg
Trp
190
Arg
Arg
Ser
Leu
Trp
270
Asp
Gly

Pro

Ile

Leu
15

Asp
Gln
Asp
Asp
Ala
95

Tyr
Val
Leu
Gln
Asn
175
Arg
Gln
Asn
Pro
Ala
255
Ala
Ile
Thr

Arg

Arg

Pro
Cys
Pro
Ala
Gln
80

Thr
Glu
Gln
Asn
Phe
160
Glu
Phe
Val
Asp
Leu
240
Lys
Asp
vVal
Gly
Leu

320
Phe

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3294













Asp
225
Leu
Asp
Gly
Ser
Trp
305
Asn
Ser
Trp
Phe
Leu
385
Asp
Gln
Gln
Val
Leu
465
Val
Ser
Phe
Leu
Gly
545
Thr
Ala
Ser
Glu
His
625
Lys
Leu
Asp

Gly

Asn
705

210
Gly

Arg
Asp
Gln
Gln
290
Gln
Ile
Asp
Asp
Ser
370
Gly
Pro
Asp
Glu
Ser
450
Tyr
Met
Glu
Val
Ala
530
Thr
Ile
Tyr
Ser
Gly
610
Ala
Asn
Leu
Asp
Thr

690
Glu

Asn
Ser
Leu
Gly
275
Met
Leu
Pro
Tyr
Lys
355
Asp
Ala
Ala
Ala
His
435
Asp
Leu
Cys
Thr
Met
515
Gly
Ser
Pro
Tyr
Trp
595
Ala
Asp
Lys
Gly
Arg
675

Ala

Val

Phe
Ala
Ala
260
Glu
Thr
Glu
Ser
Asn
340
Thr
Lys
His
Leu
Gly
420
Phe
Ser
Trp
Ser
Leu
500
Ser
Leu
Phe
Gln
Lys
580
Thr
Tyr
Leu
Gly
Glu
660
Gly

Asn

Leu

Pro
Val
245
Tyr
Trp
Leu
Arg
Leu
325
Ser
Leu
Gly
Pro
Thr
405
Val
Arg
Leu
Pro
Tyr
485
Asn
Asp
Asp
Trp
Trp
565
Val
Arg
Glu
Ile
Ala
645
Asp
Cys

Phe

Gln

Ala
230
Val
Ser
Ala
Thr
Cys
310
Cys
Ala
Ala
Ile
Asp
390
Gly
Ile
Gln
Ser
Phe
470
Asn
Lys
Trp
Met
Gly
550
Arg
Gly
Asp
Arg
Arg
630
Leu
Ala
Asp

Pro

Gly
710

215
Val

Ala
Pro
Glu
Glu
295
Val
Leu
Phe
Tyr
Asp
375
Gly
Val
Ala
Gln
Ser
455
Ala
Gln
Leu
Thr
Ser
535
Ala
Val
Arg
Glu
Val
615
Arg
Pro
Gly
Asn
Tyr

695
Arg

Gln
Ala
Pro
Val
280
Lys
Gly
Gln
Pro
Leu
360
Val
Gly
Leu
Thr
Pro
440
Asn
Asp
Ile
Leu
Ala
520
Met
Asn
Asp
Asp
Tyr
600
Asn
Ile
Leu
Ser
Gly
680

Leu

Gly

37

Ile
Leu
Phe
265
Tyr
Val
Gln
Asp
Ala
345
Arg
Gln
Arg
Phe
Ala
425
Glu
vVal
Ala
Asn
Lys
505
Gln
Pro
Leu
Asp
Thr
585
Gly
Glu
Gly
Ser
Asn
665
Thr

Val

Asn

Pro
Pro
250
Tyr
Lys
Asn
Thr
Ser
330
Gly
Gly
Leu
Asn
Ala
410
Lys
Ala
Asp
Val
Asn
490
Ala
His
Gly
Thr
Met
570
Lys
Phe
Phe
Ala
Arg
650
Ser
Leu

Thr

Val

Met
235
Val
Pro
Arg
Leu
Gly
315
Pro
Val
Gln
Gly
Trp
395
Glu
His
Ala
Asp
Arg
475
Ser
Glu
Ser
Asp
Val
555
Ala
Tyr
Ala
Val
Gln
635
Lys
Trp
Ala

Pro

Phe
715

220
Arg

Leu
Ser
Ala
Thr
300
Ser
Leu
Asn
Ala
Pro
380
Glu
Thr
Tyr
Gly
Lys
460
Ala
Tyr
Leu
Gly
Val
540
Gly
Val
Thr
His
Asp
620
Ser
Glu
Gly
Met
Glu

700
Ala

Ser
Ala
Pro
Val
285
Thr
Val
Gly
Val
Met
365
Ala
Ser
Ile
Ile
Tyr
445
Thr
Gly
Gly
Gly
Val
525
Thr
vVal
Arg
Pro
Asn
605
Val
Thr
Lys
Ala
Ala
685

Gln

Val

Ser
Leu
Trp
270
Asp
Gly
Pro
Ile
Ala
350
Gly
Ala
Phe
Lys
Met
430
Gly
Met
Val
Cys
Phe
510
Gly
Phe
Leu
Ile
Pro
590
His
Gln
Val
Leu
Asn
670
Trp

Ala

Thr

Pro
Ala
255
Ala
Ile
Thr
Arg
Arg
335
Ala
Glu
Gly
Ser
Gly
415
Asn
Phe
His
Gly
Glu
495
Gln
Ala
Asp
Asn
Met
575
Asn
Val
Arg
Leu
Val
655
Gly
Gly

Ile

Asp

Leu
240
Lys
Asp
Val
Gly
Leu
320
Phe
Thr
Glu
Pro
Pro
400
Ile
Glu
Asn
Glu
Ala
480
Asn
Gly
Ala
Ser
Gly
560
Ala
Phe
Ser
Asp
Leu
640
Ala
Cys
Ser

Gln

Ser
720
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Trp Ala Leu Asp Lys Ile Ala Ala Ala Ala Arg Gln Ala Ser Val Ser
725 730 735
Leu Val Phe Val Asn Ser Asp Ser Gly Glu Gly Tyr Leu Ser Val Asp
740 745 750
Gly Asn Glu Gly Asp Arg Asn Asn Ile Thr Leu Trp Lys Asn Gly Asp
755 760 765
Asn Val Val Lys Thr Ala Ala Asn Asn Cys Asn Asn Thr Val Val Ile
770 775 780
Ile His Ser Val Gly Pro Val Leu Ile Asp Glu Trp Tyr Asp His Pro
785 790 795 800
Asn Val Thr Gly Ile Leu Trp Ala Gly Leu Pro Gly Gln Glu Ser Gly
805 810 815
Asn Ser Ile Ala Asp Val Leu Tyr Gly Arg Val Asn Pro Gly Ala Lys
820 825 830
Ser Pro Phe Thr Trp Gly Lys Thr Arg Glu Ser Tyr Gly Ser Pro Leu
835 840 845
Val Lys Asp Ala Asn Asn Gly Asn Gly Ala Pro Gln Ser Asp Phe Thr
850 855 860
Gln Gly Val Phe Ile Asp Tyr Arg His Phe Asp Lys Phe Asn Glu Thr
865 870 875 880
Pro Ile Tyr Glu Phe Gly Tyr Gly Leu Ser Tyr Thr Thr Phe Glu Leu
885 890 895
Ser Asp Leu His Val Gln Pro Leu Asn Ala Ser Arg Tyr Thr Pro Thr
900 905 910
Ser Gly Met Thr Glu Ala Ala Lys Asn Phe Gly Glu Ile Gly Asp Ala
915 920 925
Ser Glu Tyr Val Tyr Pro Glu Gly Leu Glu Arg Ile His Glu Phe Ile
930 935 940
Tyr Pro Trp Ile Asn Ser Thr Asp Leu Lys Ala Ser Ser Asp Asp Ser
945 950 955 960
Asn Tyr Gly Trp Glu Asp Ser Lys Tyr Ile Pro Glu Gly Ala Thr Asp
965 970 975
Gly Ser Ala Gln Pro Arg Leu Pro Ala Ser Gly Gly Ala Gly Gly Asn
980 985 990
Pro Gly Leu Tyr Glu Asp Leu Phe Arg Val Ser Val Lys Val Lys Asn
995 1000 1005
Thr Gly Asn Val Ala Gly Asp Glu Val Pro Gln Leu Tyr Val Ser
1010 1015 1020
Leu Gly Gly Pro Asn Glu Pro Lys Val Val Leu Arg Lys Phe Glu
1025 1030 1035
Arg Ile His Leu Ala Pro Ser Gln Glu Ala Val Trp Thr Thr Thr
1040 1045 1050
Leu Thr Arg Arg Asp Leu Ala Asn Trp Asp Val Ser Ala Gln Asp
1055 1060 1065
Trp Thr Val Thr Pro Tyr Pro Lys Thr Ile Tyr Val Gly Asn Ser
1070 1075 1080
Ser Arg Lys Leu Pro Leu Gln Ala Ser Leu Pro Lys Ala Gln
1085 1090 1095
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REIVINDICACOES

1. Método para produzir um polipeptideo secretado tendo

atividade bioldgica, caracterizado pelo fato de compreender:

(a) transformar uma célula hospedeira fingica com uma
construgdo de proteina de fusdo codificando uma proteina de fusdo, em que a
construgdo de proteina de fusdo compreende:

(i) um primeiro polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia nucleotidica codificando um peptideo de sinal;

(i) um segundo polinucleotideo codificando uma sequéncia
nucleotidica codificando pelo menos um dominio catalitico de uma
endoglucanase ou uma por¢do da mesma; e

(i) um terceiro polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia nucleotidica codificando pelo menos um dominio catalitico de um
polipeptideo tendo atividade bioldgica ou uma por¢io da mesma;

em que o peptideo de sinal e pelo menos o dominio catalitico
da endoglucanase ou da por¢do da mesma aumenta a secre¢do do polipeptideo
tendo atividade bioldgica ou a por¢do da mesma comparada a4 auséncia de
pelo menos o dominio catalitico da endoglucanase ou a por¢do da mesma;

(b) cultivar a célula hospedeira fungica transformada sob
condi¢des apropriadas para a produgdo da proteina de fusdo, e

(c) recuperar a proteina de fusdo, um componente da mesma,
ou uma combina¢do da mesma, do meio de cultivo, em que a proteina de
fusdo ou o componente da mesma tem atividade bioldgica.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que a extremidade 3' do primeiro polinucleotideo ¢ ligada
operativamente a extremidade 5' do segundo polinucleotideo e a extremidade
3' do segundo polinucleotideo é ligada operativamente a extremidade 5' do
terceiro polinucleotideo ou a extremidade 3' do primeiro polinucleotideo é

ligada operativamente a extremidade 5' do terceiro polinucleotideo e a
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extremidade 3' do terceiro polinucleotideo €é ligada operativamente a
extremidade 5' do segundo polinucleotideo para codificar uma proteina de
fusdo.

3. Método de acordo com a reivindicag¢do 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de que o primeiro polinucleotideo codificando o peptideo de sinal é
obtido de um gene de endoglucanase CEL45 de Humicola insolens (cel45).
4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

3, caracterizado pelo fato de que o segundo polinucleotideo compreendendo a

sequéncia nucleotidica codificando pelo menos o dominio catalitico de
endoglucanase ou a por¢gdo do mesmo ¢ obtido a partir de um gene de
endoglucanase CEL45 de Humicola insolens (cel45).

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

3, caracterizado pelo fato de que o segundo polinucleotideo compreendendo a

sequéncia nucleotidica codificando pelo menos o dominio catalitico de
endoglucanase ou a por¢do do mesmo é obtido de um gene codificando uma
endoglucanase compreendendo uma sequéncia de aminoacido tendo pelo
menos 70%, preferivelmente pelo menos 75%, mais preferivelmente pelo
menos 80%, ainda mais preferivelmente pelo menos 85%, o mais
preferivelmente pelo menos 90%, e ainda mais preferivelmente pelo menos
95% de identidade para SEQ ID NO: 2.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

5, caracterizado pelo fato de que a construgdo de proteina de fusdo ainda

compreende um polinucleotideo codificando um moédulo de ligagdo de
carboidrato.
7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

6, caracterizado pelo fato de que o segundo polinucleotideo codifica um

dominio catalitico ou uma por¢do do mesmo, um polipeptideo maduro, ou um
polipeptideo de comprimento completo da endoglucanase.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-
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7, caracterizado pelo fato de que o terceiro polinucleotideo codifica um
dominio catalitico ou uma porgdo do mesmo, um polipeptideo maduro, ou um
polipeptideo de comprimento completo do polipeptideo tendo atividade
biolodgica.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

8, caracterizado pelo fato de que a constru¢do de proteina de fusdo ainda

compreende um polinucleotideo codificando um ligando localizado entre a
sequéncia nucleotidica codificando pelo menos o dominio catalitico de
endoglucanase ou a por¢do do mesmo e a sequéncia nucleotidica codificando
pelo menos o dominio catalitico de um polipeptideo tendo atividade bioldgica
ou a por¢do do mesmo e alternativamente também um polinucleotideo
codificando um sitio de clivagem localizado entre a sequéncia nucleotidica
codificando pelo menos o dominio catalitico de endoglucanase ou a porgdo do
mesmo € a sequéncia nucleotidica codificando pelo menos o dominio
catalitico de um polipeptideo tendo atividade biolégica ou a por¢do do
mesmo.

10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

9, caracterizado pelo fato de que a constru¢do de proteina de fusdo ainda

compreende um quarto polinucleotideo codificando um segundo peptideo de
sinal.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado

pelo fato de que a extremidade 3' do quarto polinucleotideo ¢ ligado
operativamente para a extremidade 5' do segundo polinucleotideo ou o
terceiro polinucleotideo.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 1-

11, caracterizado pelo fato de que a construgdo de proteina de fusio ainda

compreende um promotor e/ou terminador.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado

pelo fato que o promotor aciona a expressdo do primeiro, segundo e terceiro
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polinucleotideos, e alternativamente também do quarto polinucleotideo.
14. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 1-

13, caracterizado pelo fato de que o polipeptideo tendo atividade bioldgica €

um anticorpo, antigeno, peptideo antimicrobiano, enzima, fator de
crescimento, horménio, imunodilatador, neurotransmissor, receptor, proteina
de repérter, ou proteina estrutural.

15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

14, caracterizado pelo fato de que o polipeptideo tendo atividade bioldgica é

uma oxidoreductase, transferase, hidrolase, liase, isomerase ou ligase.
16. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

15, caracterizado pelo fato de que o polipeptideo tendo atividade biolégica é

uma enzima celulolitica ou uma enzima hemicelulolitica.

17. Método de acordo com a reivindicagdo 16, caracterizado

pelo fato de que a enzima celulolitica € uma beta-glucosidase.

18. Método de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado
pelo fato de que a beta-glucosidase compreende uma sequéncia de
aminodacido tendo pelo menos 70%, preferivelmente pelo menos 75%, mais
preferivelmente pelo menos 80%, ainda mais preferivelmente pelo menos
85%, o0 mais preferivelmente pelo menos 90%, e ainda o mais preferivelmente
pelo menos 95% de identidade para SEQ ID NO: 24, ou uma beta-glucosidase
variante compreendendo uma sequéncia de aminoacido tendo pelo menos
70%, preferivelmente pelo menos 75%, mais preferivelmente pelo menos
80%, ainda mais preferivelmente pelo menos 85%, o mais preferivelmente
pelo menos 90%, e ainda o mais preferivelmente pelo menos 95% de
identidade para SEQ ID NO: 35.

19. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 1-

18, caracterizado pelo fato de que a proteina de fusdo, um componente da

mesma, ou uma combinacdo da mesma, tem atividade celulolitica ou

atividade hemicelulolitica.
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20. Proteina de fusdo isolada, caracterizada pelo fato de

compreender:

(a) uma primeira sequéncia de aminoacido compreendendo um
peptideo de sinal;

(b) uma segunda sequéncia de aminoicido compreendendo
pelo menos um dominio catalitico de uma endoglucanase ou uma porg¢do da
mesma; e

(c) uma terceira sequéncia de aminoacido compreendendo pelo
menos um dominio catalitico de um polipeptideo tendo atividade biolégica ou
uma por¢do da mesma.

21. Proteina de fusido de acordo com a reivindicagdo 20,

caracterizada pelo fato de que a extremidade C-terminal da primeira

sequéncia de aminoacido é ligada em armagdo a extremidade N-terminal da
segunda sequéncia de aminoacido e a extremidade C-terminal da segunda
sequéncia de aminoécido ¢ ligada em armagio a extremidade N-terminal da
terceira sequéncia de aminoacido ou a extremidade C-terminal da primeira
sequéncia de aminoacido € ligada em armacdo a extremidade N-terminal da
terceira sequéncia de aminoacido e a extremidade C-terminal da terceira
sequéncia de aminoécido é ligada em armacdo a extremidade N-terminal da
segunda sequéncia de aminoacido.

22. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagdo 20 ou 21,

caracterizada pelo fato de que a primeira sequéncia de aminoacido

compreendendo o peptideo de sinal é obtida de endoglucanase CEL45 de
Humicola insolens.
23. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 20-22, caracterizada pelo fato de que a segunda sequéncia de

aminoacido compreendendo pelo menos o dominio catalitico de
endoglucanase ¢ obtida de uma endoglucanase CEL45 de Humicola insolens.

24. Proteina de fusfo de acordo com qualquer uma das
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reivindicagdes 20-22, caracterizada pelo fato de que a segunda sequéncia de

aminoacido compreendendo pelo menos o dominio catalitico de
endoglucanase ¢ obtida de uma endoglucanase compreendendo uma
sequéncia de aminodcido tendo pelo menos 70%, preferivelmente pelo menos
75%, mais preferivelmente pelo menos 80%, ainda mais preferivelmente pelo
menos 85%, o mais preferivelmente pelo menos 90%, e ainda mais
preferivelmente pelo menos 95% de identidade para SEQ ID NO: 2.

25. Proteina de fus@o de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 20-24, caracterizada pelo fato de ainda compreender um

modulo de ligagdo de carboidrato.
26. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 20-25, caracterizada pelo fato de que a segunda sequéncia de

aminoacido compreende um dominio catalitico ou uma por¢do do mesmo, um
polipeptideo maduro, ou um polipeptideo de comprimento completo da
endoglucanase.

27. Proteina de fusfo de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 20-26, caracterizada pelo fato de que a terceira sequéncia de

aminoacido compreende um dominio catalitico ou uma por¢io do mesmo, um
polipeptideo maduro, ou um polipeptideo de comprimento completo do
polipeptideo tendo atividade bioldgica.

28. Proteina de fusio de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 20-27, caracterizada pelo fato de ainda compreender um

ligador localizado entre pelo menos o dominio catalitico de endoglucanase ou
a por¢do do mesmo e pelo menos o dominio catalitico do polipeptideo tendo
atividade bioldgica ou a por¢do do mesmo e alternativamente também um
sitio de clivagem localizado entre pelo menos o dominio catalitico de
endoglucanase ou a por¢do do mesmo e pelo menos o dominio catalitico de
um polipeptideo tendo atividade bioldgica ou a por¢do do mesmo.

29. Proteina de fusd@o de acordo com qualquer uma das
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reivindicagdes 20-28, caracterizada pelo fato de ainda compreender uma quarta
sequéncia de aminoacido compreendendo um segundo peptideo de sinal.
30. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 20-29, caracterizada pelo fato de que o segundo peptideo de

sinal € ligado em armag¢do ao N-terminal da sequéncia de aminoacido
compreendendo pelo menos o dominio catalitico do polipeptideo tendo
atividade bioldgica ou a porg¢éo do mesmo ou pelo menos o dominio catalitico
da endoglucanase ou a por¢do do mesmo.

31. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das

reivindica¢des 20-30, caracterizada pelo fato de que o polipeptideo tendo

atividade biolégica ¢ um anticorpo, antigeno, peptideo antimicrobiano,
enzima, fator de crescimento, hormonio, imunodilatador, neurotransmissor,
receptor, proteina de reporter, ou proteina estrutural.

32. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 20-31, caracterizada pelo fato de que o polipeptideo tendo

atividade biolégica ¢ uma oxidoreductase, transferase, hidrolase, liase,
isomerase ou ligase.
33. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 20-32, caracterizada pelo fato de que o polipeptideo tendo

atividade biolégica € uma enzima celulolitica ou uma enzima
hemicelulolitica.
34. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagio 33,

caracterizada pelo fato de que a enzima celulolitica é uma beta-glucosidase.

35. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagcdo 34,

caracterizada pelo fato de que a beta-glucosidase compreende uma sequéncia

de aminoacido tendo pelo menos 70%, preferivelmente pelo menos 75%, mais
preferivelmente pelo menos 80%, ainda mais preferivelmente pelo menos
85%, o mais preferivelmente pelo menos 90%, e ainda mais preferivelmente

pelo menos 95% de identidade para SEQ ID NO: 24 ou uma beta-glucosidase
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variante compreendendo uma sequéncia de aminoacido tendo pelo menos
70%, preferivelmente pelo menos 75%, mais preferivelmente pelo menos
80%, ainda mais preferivelmente pelo menos 85%, o mais preferivelmente
pelo menos 90%, e mesmo o mais preferivelmente pelo menos 95% de
identidade para SEQ ID NO: 35.

36. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagdo 34,
caracterizada pelo fato de que a beta-glucosidase é SEQ ID NO: 24 ou SEQ
ID NO: 35.

37. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 20-36, caracterizada pelo fato de que é uma proteina de fusio

de beta-glucosidase ou componentes da mesma.

38. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagdo 37,
caracterizada pelo fato de que compreende SEQ ID NO: 74 ou SEQ ID NO:
76.

39. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagdo 38,
caracterizada pelo fato de que SEQ ID NO: 74 ¢ codificada por SEQ ID NO:
73 ¢ SEQ ID NO: 76 € codificada por SEQ ID NO: 75.

40. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das

reivindica¢bes 20-40, caracterizada pelo fato de que a proteina de fusdo, um

componente a mesma, ou uma combinagdo da mesma, tem atividade
celulolitica ou atividade hemicelulolitica.

41. Polinucleotideo isolado, caracterizado pelo fato de

codificar a proteina de fusdo como definida em qualquer uma das
reivindicagées 20-40.

42. Construgdo de proteina de fusdo, caracterizada pelo fato de

compreender o polinucleotideo definido na reivindicagdo 41.

43. Vetor de expressdo, caracterizado pelo fato de
compreender a constru¢do de proteina de fusio definida na reivindica¢do 42.

44. Célula hospedeira fungica, caracterizada pelo fato de ser




10

15

20

25

9

transformada com a construgdo de proteina de fusdo definida na reivindicagao
43.

45. Método para degradar ou converter um material celulésico,

caracterizado pelo fato de compreender: tratar o material celulésico com uma
quantidade eficaz de uma composi¢do de enzima celulolitica na presenca de
uma quantidade eficaz da proteina de fusdo da reivindicagdo 40 ou um
componente da mesma.

46. Método de acordo com a reivindicagdo 45, caracterizado

pelo fato de que a composi¢do de enzima celulolitica compreende uma ou
mais proteinas celuloliticas que s3o selecionadas dentre o grupo consistindo
de uma celulase, uma endoglucanase, uma celobiohidrolase, e um
polipeptideo tendo atividade de melhora celulolitica.

47. Método de acordo com a reivindicagio 45 ou 46,

caracterizado pelo fato de ainda compreender tratar o material celulésico com

uma quantidade eficaz de uma ou mais enzimas selecionadas dentre o grupo
consistindo de uma hemicelulase, esterase, protease, laccase, peroxidase, ou
uma mistura das mesmas.

48. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

45-47, caracterizado pelo fato de que o método é um processo de pré-

tratamento, uma etapa em um processo de sacarificagdo e fermentagcao
simultdneas (SSF), uma etapa em uma hidrdlise e fermenta¢do separadas
(SHF) ou uma etapa em um processo de hidrolise e fermentagdo hibrido
(HHF).

49. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

45-48, caracterizado pelo fato de ainda compreender recuperar o material

celulésico degradado.

50. Método de acordo com a reivindicagdo 45, caracterizado

pelo fato de que a proteina celulolitica e/ou proteina de fusdo ou o

componente das mesmas estdo na forma de um caldo de fermentagdo com ou
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sem células.

51. Método para produzir uma substancia, caracterizado pelo

fato de compreender:

(a) sacarificar um material celulésico com uma quantidade
eficaz de uma composi¢do de enzima celulolitica na presenga de uma
quantidade eficaz da proteina de fusdo da reivindica¢do 40 ou um componente
da mesma;

(b) fermentar o material celuldsico sacarificado da etapa (a)
com um ou mais microorganismos de fermentacéo, e

(¢) recuperar a substancia orgénica da fermentac3o.

52. Método de acordo com a reivindicagdo 51, caracterizado
pelo fato de que a composi¢do de enzima celulolitica compreende uma ou
mais proteinas que sdo selecionadas dentre o grupo consistindo de uma
celulase, uma endoglucanase, uma celobiohidrolase, e um polipeptideo tendo
atividade de melhora celulolitica.

53. Método de acordo com a reivindicagdo 51 ou 52,

caracterizado pelo fato de ainda compreender tratar o material celuldsico com

uma quantidade eficaz de uma ou mais enzimas selecionadas dentre o grupo
consistindo de uma hemicelulase, esterase, protease, laccase, peroxidase ou
uma mistura das mesmas.

54. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

51-53, caracterizado pelo fato de que as etapas (a) e (b) sdo realizadas

simultaneamente em uma sacarificagio e fermentagdo simultineas.
55. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

51-53, caracterizado pelo fato de que a substincia é um alcool, acido

organico, cetona, aminoacido ou gis.
56. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des

51-55, caracterizado pelo fato de que a composi¢do de enzima celulolitica

e/ou proteina de fusdo ou um componente das mesmas estdo na forma de um

caldo de fermentagdo com ou sem células.
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HiCel45A S8

B-lactamase

Pmel (7832) pSaMe-F1

10242 bp Hin dilt (2739)

Terminador TrCel7A

Fig. 11
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AoBG {wt}

HiCel45A SS__—

Nucleo HiCel45A
Terminador TrCel7A

HiCeld5A SS__4f

Promotor TrCel7A pSﬁMGFX

10242 bp
Pre | {7395)

amdS

Pme | (4748)

Fig. 12
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Pmel (237)

Promotor Na2-tpi

blaA

Nuacleo HiCel4d5A

pAiLo47

Promotor blaA 4
A 9070 bp

A0BG (wt)

Terminador AMG
Pacl (4689)

Fig. 13
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':~?2~(§‘3RF.‘.>‘:'3"’?‘.E‘AFPAG\"f\'\’
TAGT! ”“““?I’Z&%‘A""Tt CTTOTREEACTACARTTCASCTTICCUTGCESGETETTAATET
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LCGCTAGTISTEETGC
BCGATCAITCACTACSE
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COCCETTRTRGCCSTLCTCCOEGTCTTIGSCCOTTGUCECTCATCSCAGETCCACCCGITA
STGGCAACACCEGUGEHGACCGGCLACARLUGEHAACGECEACTAL UG TCTAGG TSEGCGAT
W D CC K P s O3 W R K K A £V N Q POV
CTEGGACTSITECAAGCCTTIIO TEOGRECTSEEICAAGARBEITCCCETCAACTAGITIGTY
GACCCTGACCACGTTCEGRAGCACGOCGACTCEETTCT TCOGAGGGCACTTGGTUGGACA
-F 3 C ¥ A N F ¢ R I T D ¥ D A K 8 ¢ € E
CYTTTCCTSIAACECOARCTTCCAGIGTAT I RCGCACTTCIACGCCARGTCLGECTECGR
BAAAAGCGALGTIGCCEITGAARBSTIGCATAGTITCTRAAGOTGUSHTTCAGELCGATGCTY

2 8 8 V A ¥ 8 O A D QT P W A Y N DD F
GCCOGEUHETETOSUCTACTIG TEOSCCGACCAGACUCCATEGECTGTCARLSACGALCTT
COGCOCGCCACASTCRATGAGUACGOEG CTRGTCIRGEGTACCOSACATTIRCTGITEAS
A LG F A A T & I A S 8 N E A S W OO C A
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SCSTCETTACTOCOGICOGACTACGATEIG

CCOCEAGCTARAACEACSCTGGACATARL
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CARGTCETAGRAGCTGCCTATG TRAGGEE TITAAGCLACCABACGGETCEGTUGCGATECC
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CERECATTTCETCOCGCAATGASRTRCSATOGGTILCCCHACGCCUTCALIICOGETTRCTA
GCCETAGAGUAGGGLUATTCCTCACSUTAGC CARGGEGC T OGEGAG TTOGEGUCGATEAT
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CTEGCGUTTCEACTERTTCAAGARCGCTGACARTCOGAGCTTCAGCTTOIGTIAGGTCCA
CACCGCEAASCTGACCRAGTTCTIGIGCOTGTTAXS
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-W A DG e B W AR E VY K R AV D I VoS
AEGRGEUAGATECTCAGCOTRAATGGGUGEAAGTA TATRAR CGOGCTETASACATAGTTTL
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CACATAACOTETTITRACCATIACAARGETOTOAGT IO TALGOGTOSAACACARACETLCT
-8 P L ¢ I R F 8 DY N &% A F P A OV KNV
AT D R AT TG T I IO TGS AC TACAA T TC AT PIC I OPCCSGE TS TTAAT
AT CAGGAGAACCATAAGC ARG AGC S TOATS T TAAG TCEABAGRGACGCOCATANT
O XK T L A ¥ L R & O » M © ¥
CACOTGUGACAACACGITOGCUTACC T I CA TGHTCABGUARTGEG TGAGSAGTT
GOAASEEITESACCU TG TN OIS OCAGCGRATCGRAGCACCAG T CCETTACCCATTCOTTRA
-8 P X ¢ I DV QL @ ¥ A AG P L Z A HF
CAGTGATARGEG TATTGACCTTCAGCTOEG TCCTEO TG OTEGCUUTCTOGGE TGO TIATCS
ST CTATTCCCATAACTGCAASTCSACOCASSANGACHACCORGACASLCACHAGTAGS
- &8 & R N W ¥ 3 F S F T P A L T @ ¥V L F
GOATGAOCETASARAC PSOCASSHTTTCTCACCAGATCCATGCOCTCACCOOTU AT TITY
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-A E T X KR G I ¢ D A @V I AT AR K H Y X
TOOGGAGANGATTRAGES TATTCAAG AT CTRE TG TCATIG AR GUTARGCATTATAT
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- M N 8 ¢ E E F R Q ¢ P E A A G Y &6 F K’ ¥
CATGAACCAACARSAGCAT I TCCCCTALCAACCCCAGICTGUEGSTTACSGATTYCARCET
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- & D ¥ L 8 & N YV D DoKW ¥ 8 L Y L W P
AAGCRACAS T NI GAR T P CCAACGT TRATGACAASACTATACATGAA TTETACTYCTGRNC
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GARGOGUCTACGTOATGUGCCALCTCAGUCACSACAGTACACHAGAATSTTGGTTTAGTT
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O AB G AG TR CTC AU T AA O T GECEATTAG IO TCROSQCATHCRCHATGARS
L U M 8 ¥ P 2 D ¥V T F D B 3 T S FOW
AGCCAGATCTECATATE TCAATRCCIGE TCATS T TAC UPTCEATAGC TUG TACETOTTTLTSE
TATACASCTACGEETIAS TATAATRRAASCTATCACCATGCASAARGEAC
-3 A N L TV &Y L K 8T I PG W R VDD
GEETPCCAAACTTLACGETOGOGTOTLOTTAACGET AL AR TUCCCCAN GTTGATGAR
A G T TG AA ST O A A CASG AR DT RC CA TR T TAGRGES TTACCICALRACTALY
M A ¥V R I M A A Y Y X ¥V G R DT K Y T P
CRTGOOTEG TG PRGSO AT TACARGEICGULSQEACACCAAATA CALCCD
G AT TEACAGECATAGTACTGECOAATAA TS TTCCAAC CESTEC TS TEETTTATG TREAES
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RESUMO

“METODO PARA PRODUZIR UM POLIPEPTIDEO SECRETADO
TENDO ATIVIDADE BIOLOGICA, PROTEINA DE FUSAO ISOLADA,
POLINUCLEOTIDEO ISOLADO, CONSTRUCAO DE PROTEINA DE
FUSAO, VETOR DE EXPRESSAO, CELULA HOSPEDEIRA FUNGICA,
METODOS PARA DEGRADAR OU CONVERTER UM MATERIAL
CELULOSICO E PARA PRODUZIR UMA SUBSTANCIA”

A presente invengdo refere-se a métodos para produzir um
polipeptideo secretado tendo atividade biolégica, compreendendo: (a)
transformar uma célula hospedeira fingica com uma constru¢do de proteina
de fusdo codificando uma proteina de fusdo, que compreende: (i) um primeiro
polinucleotideo codificando um peptideo de sinal; (ii) um segundo
polinucleotideo codificando pelo menos um dominio catalitico de uma
endoglucanase ou uma por¢do do mesmo; e (iii) um terceiro polinucleotideo
codificando pelo menos um dominio catalitico de um polipeptideo tendo
atividade biologica; em que o peptideo de sinal e pelo menos o dominio
catalitico da endoglucanase aumenta a secre¢do do polipeptideo tendo
atividade biologica comparado com a auséncia de pelo menos o dominio
catalitico da endoglucanase; (b) cultivar a célula hospedeira fungica
transformada sob condi¢Ses apropriadas para produgio da proteina de fusdo; e
(c) recuperar a proteina de fusio, um componente da mesma, ou uma

combinac¢do da mesma; tendo atividade biolégica, a partir do meio de cultivo.
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